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Figure 1.1: Histologic spectrum of synovial sarcoma with different morphological patterns. 
Hematoxylin & eosin stainings of (a) monophasic synovial sarcoma (MSS) with sheets of relative small 
ovoid spindle cells, indiscernible cytoplasm and indistinct cell borders (original magnification x40). 
(b) Biphasic synovial sarcoma (BSS) composed of characteristic epithelial (well-formed glandular 
structures) and spindle cell elements in varying proportions. (original magnification x40) 
 
 
1.1.4.  Immunohistochemistry  
Considering the morphologic heterogeneity of synovial sarcomas, immunohistochemical 
analyses are particularly relevant for the differential diagnosis of monophasic (MSS) and 
poorly differentiated (PDSS) synovial sarcoma, as these tumors share features of several 
other types of sarcoma. Many deep spindle cell sarcomas which were previously classified 
and diagnosed as fibrosarcoma are actually MSS, closely resembling many other cell 
neoplasms including solitary fibrous tumors (SFT), leiomyosarcoma, malignant peripheral 
nerve sheath tumors (MPNST), angiosarcoma, hemangiopericytoma, spindle cell carcinoma 
or melanoma [10].  
In line with their frequent epithelial differentiation, the majority of synovial sarcomas (>80%) 
display positivity for the epithelial membrane antigen (EMA; Figure 1.2a) and express several 
cytokeratins (CK; Figure 1.2b), with CK 7 and 19 being more or less restricted to synovial 
sarcoma [14-16]. Individual cases are positive for EMA but negative for CK or vice versa; 
therefore, both markers should be used to complement each other [17]. S-100 protein 
immunoreactivity (in nuclei and cytoplasm) has been focally reported in almost one third of 
synovial sarcoma [18], although it is more often detected in BSS than in MSS tumors. 
Vimentin is constitutively expressed in spindle as well as in epithelial cell components. The 
human hematopoietic progenitor cell antigen CD34 is virtually always absent [19]; however, 
BSS rarely contain focal CD34-positive spindle cell components (5% of cases; Figure 1.2e). 
In addition, the spindle cell elements of synovial sarcoma are typically positive for 
cytoplasmic bcl-2 (79-100%; Figure 1.2c), a negative regulator of apoptosis whereas the 
epithelial components show only limited positivity [20, 21]. 
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1.  Einleitung 
1.1  Synovialsarkome 
Synoviale Sarkome sind hochmaligne Weichgewebstumore, welche bevorzugt bei jün-
geren Erwachsenen und Kindern auftreten und ungefähr 5-10 % aller Weichgewebssar-
kome ausmachen. Über 70 % aller Patienten sind bei Erstdiagnose zumindest 20 Jahre 
alt, wobei das mittlere Lebensalter zum Zeitpunkt der Diagnose bei 30 Jahren liegt. Die 
Geschlechterverteilung ist leicht zuungunsten des männlichen Geschlechtes verschoben. 
In der Literatur sind primäre Synovialsarkome in nahezu allen Körperregionen dokumen-
tiert. Fast die Hälfte aller Synovialsarkome finden sich jedoch an der unteren Körperext-
remität, meist in der Umgebung der großen Gelenke. Ein Viertel aller Fälle manifestiert 
sich an den oberen Extremitäten, deutlich seltener sind die Kopf-Hals-Region, das Ret-
roperitoneum sowie Herz und Lunge befallen (Miettinen, 2010; Raney, 2005; Si ger, 











Abb. 1:  Mikroskopische Aufnahmen eines (A) monophasischen Synovialsarkoms und 
(B) eines biphasischen Synovialsarkoms (Hämatoxylin-Eosin-Färbung, 20-fache Ver-
größerung). 
 
In der histopathologischen Begutachtung imponieren Synovialsarkome morphologisch 
uneinheitlich. Man unterscheidet neben Tumoren mit einer monophasischen und einer 
biphasischen solche mit undifferenzierter Histologie (siehe Abbildung 1). Nicht selten 
kommen diese Wuchsmuster parallel in einem Tumor vor, meist in unterschiedlicher 
Ausprägung un  Differenzierung.  
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Zwischen 20 % und 30 % aller synovialen Sarkome weisen bei Vorliegen einer epithelia-
len Komponente auch eine spindelzellige Komponente, also eine biphasische Differen-
zierung auf. Dabei kann es zur Ausbildung solider epithelialer Strukturen bis hin zu drü-
senartigen Komplexen kommen. Die stromale Komponente ist durch uniforme spindel-
förmige Zellen charakterisiert. Weitaus häufiger finden sich monophasische Synovi-
alsarkome (50-60 %), mit spindelförmigen, in Faszikeln oder Lamellen angeordneten 
Zellen. Undifferenzierte synoviale Sarkome zeichnen sich vielfach durch kleinerkalibrige 
Zellen sowie eine Mitoserate von mehr als 15 Mitosen auf 10 Gesichtsfelder aus 
(Miettinen, 2010). 
 
Synovialsarkome stammen, anders als historisch angenommen und entgegen ihrem Na-
men histopathologisch nicht von synovialem Gewebe ab. Arbeiten an trangenen Mäu-
sen sowie murinen in vitro Stammzellmodellen lassen hingegen auf eine Entstehung aus 
mesenchymalen Stammzellen, insbesondere myogenen Vorläuferzellen schließen  
(Haldar et al., 2007; Naka et al., 2010) (siehe Kapitel 1.2), welche durch die Expression 
des Fusionsproteins SS18-SSX2 transformiert werden.  
 
Obgleich uneinheitlich hinsichtlich des histologischen Wachstumsmusters, molekular 
weisen 95 % der Tumoren unabhängig vom histologischen Subtyp eine spezifische 
Translokation zwischen Chromosom 18 und dem X-Chromosom t(X;18)(p11.2;q11.2) 
auf, welche als pathognomonisch für Synovialsarkome angesehen wird (Sandberg und 
Bridge, 2002) (siehe Kapitel 1.2). Das Ergebnis ist die Fusion der kodierenden Sequen-
zen des SS18-Gens und eines Gens der SSX-Familie, dessen Produkt ein chimäres 
Translokationsprotein SS18-SSX kodiert. Bei bislang fünf bekannten Varianten des 
SSX-Gens sind in Synovialsarkomen nur Translokationen zwischen SS18 und SSX1 
oder SSX2 sowie sehr selten SSX4 beschrieben (Clark et al., 1994; Güre et al., 1997; 
Shipley et al., 1994; Skytting et al., 1999; Turc-Carel et al., 1987). Mehrere Studien 
konnten eine signifikante Korrelation zwischen den Fusionstypen sowie dem histologi-
schen Subtyp zeigen. Während in zwei unabhängigen Arbeiten biphasische Tumoren 
zum überwiegenden Teil eine SS18-SSX1 Expression aufweisen, zeigt sich bei mo-
nophasischen Tumoren kein einheitliches Bild (Kawai et al., 1998; Ladanyi et al., 2002).  
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Detektiert werden können die Translokationen mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 
(FISH) und Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) (Fligman et al., 1995; Lee 
et al., 1993). Der Nachweis einer t(X;18) stellt, aufgrund der Spezifizität für synoviale 
Sarkome, eines der wesentlichen Diagnosekriterien dar.  
Wie für die meisten Weichgewebstumoren gibt es auch für Synovialsarkome, nicht zu-
letzt aufgrund der Seltenheit der Erkrankung, keine auf randomisierten Studien basie-
renden, tumorspezifischen Therapieleitlinien. Demnach erfolgt die Behandlung synovi-
aler Sarkome gemäß einem standarisierten multimodalen Therapiekonzept zur Behand-
lung von Weichgewebstumoren allgemein. Die radikale chirurgische Resektion, die Po-
lychemo- sowie Radiotherapie bilden dabei in den aktuellen Leitlinien der Deutschen 
Gesellschaft für Hämatologie und Medizinische Onkologie (DGHO) stadienabhängige 
Therapiemodalitäten (Schütte et al., 2011). Dabei sollte bei lokal begrenzten Tumoren 
anfangs stets der Versuch einer chirurgischen Resektion des Tumors im Gesunden er-
folgen.  
Chemotherapeutische Regime, welche in älteren und neusten retrospektiven Studien an 
Patienten mit Synovialsarkomen hohe Remissionsraten erwirkten, sind insbesondere die 
Kombination zwischen Doxorubicin (Adriamycin) und hochdosiertem Ifosfamid sowie die 
Monotherapie mit Trabecitidin (ET-743) (Le Cesne et al., 2005; Edmonson et al., 2003; 
Rosen et al., 1994). In einer umfangreichen Phase III Studie (PALETTE) zeigte der Mul-
tikinaseinhibitor Pazopanib in synovialen Sarkomen zwar keine signifikante Zunahme 
der Überlebenszeit, jedoch ein in der Tendenz um 13 Wochen verlängertes progres-
sionsfreies Überleben (Van der Graaf et al., 2012). 
 
Die Prognose für Erkrankte ist insgesamt ungünstig. So überleben Patienten mit meta-
stasiertem Synovialsarkom keine fünf Jahre nach Erstdiagnose. Bei Patienten mit nicht-
metastasierten Tumoren liegt die 5-Jahres-Überlebensrate bei etwa 70 %, die 10 Jah-
res-Überlebensrate bei nur 50-34 %. Allerdings zeigt sich bei Patienten mit lokal be-
grenztem Befund eine deutliche Diskrepanz der Überlebenszeit abhängig von der Größe 
des Primärtumors (Singer et al., 1996). Abgesehen von Tumorgröße und Metastasie-
rung scheint es darüberhinaus zudem für die Prognose auschlaggebend, welcher Fusi-
onstyp vorliegt. Demnach haben Patienten, deren Tumoren eine SS18-SSX2-Fusion 
aufweisen, eine signifikant höhere metastasenfreie Überlebenszeit, respektive Gesamt-
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überlebenszeit als Patienten, deren Tumoren eine SS18-SSX1-Mutation aufweisen 
(Kawai et al., 1998; Ladanyi et al., 2002). Nach Ausschöpfung der chirurgischen R0-
Resektion sowie konventioneller adjuvanter Therapien ergeben sich für die meisten Pa-
tienten bis heute keine vielversprechenden zielgerichteten Therapieansätze. Die Ent-
wicklung und die klinische Erprobung neuer Pharmakotherapeutika stellen die einzigen 
Möglichkeiten dar, die Prognose der Patienten mit rezidivierender oder metastatischer 
Erkrankung nachhaltig zu verbessern.  
 
 
1.2  Die SS18-SSX Fusionsproteine 
Der SSX-Genlokus kodiert für eine Familie von 9 nukleären Proteinen, welche unterei-
nander eine Homologie von 70-90 % aufweisen. So ist deren Länge stets 188 Amino-
säuren und das C-terminale Ende azidisch. Aufgrund der Tatsache, dass SSX-Proteine 
sowohl physiologischerweise in Hodengewebe als auch pathologischerweise in vielen 
Tumorgeweben nachweisen kann, werden SSX-Proteine in der Literatur als „cancer tes-
tis“-(CT)-Antigene bezeichnet. (Güre et al., 1997; Güre et al., 2002; Dos Santos et al., 
1997; Tureci et al., 1998) 
SSX-Proteine wirken als transkriptionelle Repressoren. Alle SSX-Proteine verfügen über 
zwei unterschiedliche, innerhalb der Familie hochgradig homologe Repressionsdomä-
nen. Das NH2-terminalen Ende weist eine Aminosäuresequenz auf, welche starke Ähn-
lichkeit mit „Krüppel-associated box“-(KRAB)-Domänen anderer transkriptioneller Zink-
Finger-Repressoren besitzt (Crew et al., 1995; Huntley et al., 2006; Margolin et al., 
1994). Diese sogenannte „KRAB-like domain“ selbst hat keine DNS-Bindungsstelle, son-
dern reguliert über die Interaktion mit Histondeacetylase-Komplexen die Transkription. 
Dabei kommt es zur Deacetylierung von Lysinen der Histone und somit zu einer Verstär-
kung der DNS-Bindung und der Blockierung etwaiger Transkriptionsfaktoren (Pengue 
und Lania, 1996). Die zweite und wichtigere Repressionsdomäne befindet sich am C-
terminalen sauren Ende des Proteins. Diese ist einmalig und trägt deshalb den Namen 
„SSX-repression domain“ (SSXRD). Der genaue Funktionsmechanismus dieser Do-
mäne ist noch nicht im Detail verstanden. Bekannt ist jedoch die Interaktion zwischen 
SSXRD und Polycomb-group-Proteinen (PcG) (Lim et al., 1998; Dos Santos et al., 1997; 
Soulez et al., 1999). PcG sind transkriptionelle Repressoren, welche ebenfalls über 
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Chromatinmodifikationen wirken, essentiell für die Stammzellregulation sind und für die 
Entstehung von Tumorstammzellen verantwortlich gemacht werden (Sauvageau und 
Sauvageau, 2010).  
 
Auch SS18 (früher SYT) ist ein nukleäres Protein und verfügt ebenfalls über zwei aktive 
Domänen (Dos Santos et al., 1997). In menschlichen Zellen ist seine physiologische und 
pathologische Funktion noch nicht im Detail verstanden. Bekannt ist allerdings, dass 
SS18 eine wichtige Rolle in der Embryogenese als auch in der Entstehung diverser Ne-
oplasien spielt.  
Funktionstreibend ist dabei unter anderem die sogenannte QPGY-Domäne in der C-
terminalen Hälfte des Proteins. Diese ist reich an Glutamin, Prolin, Glycin und Tyrosin 
und somit in der Lage, Homooligomere sowie Heterooligomere mit Proteinen des Mul-
tiproteinkomplexes SWI/SNF zu bilden (Perani et al., 2003; Thaete et al., 1999). Diese 
Komplexe sind in der Lage, die Expression von Genen zu beeinflussen, indem sie die 
Nukleosomenstruktur auflockern sowie die DNS-Methylierung regulieren (Harikrishnan 
et al., 2005). Demnach kann auch die Expression solcher Gene aktiviert werden, die 
epigenetisch durch p300 oder Histonmodifikationen herunterreguliert werden (Narlikar et 
al., 2002; Peterson und Tamkun, 1995). Aufgrund dieser Eigenschaften wirken  
SWI/SNF-Komplexe in diversen Neoplasien als Tumorsupressoren (Li et al., 2011; 
Versteege et al., 1998). Die zweite funktionelle Domäne, die sogenannte SNH-Domäne 
am NH2-Terminus, interagiert ebenfalls mit p300 sowie mit dem „histon-deacetylase 
associated corepressor“, also ebenfalls mit Regulatoren der Histonacetylierung und epi-
genetischen Transkriptionsregulation (Barco et al., 2009; Eid et al., 2000; Ito et al., 
2004). Auch ist eine direkte Interaktion zwischen der SNH-Domäne und Proteinen des 
SWI/SNF-Komplexes nachweisbar (Perani et al., 2003). Beide Domänen haben dem-
nach synergistische Eigenschaften und sind gemeinsam in der Lage, die DNS-
Transkription über epigenetische Modifikationen zu beeinflussen, vor allem aber deren 
Expression zu fördern. 
 
Im Vergleich von SS18- und den SSX-Proteinen wird eine entgegengesetzte Funktion in 
der epigenetischen Regulation der Transkription deutlich. Während SSX-Proteine als 
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Repressoren agieren, weist das SS18-Protein eine indirekte transkriptionsfördernde 
Funktion auf. 
Im Kontext der Translokation t(X;18)(p11.2;q11.2) kommt es folglich zu einer (onkoge-
nen) Fusion dieser beiden funktionalen Gegenspieler. Dabei werden die letzten acht 
Aminosäuren des SS18-Proteins durch die 78 C-terminalen Aminosäuren der SSX-
Proteine ersetzt. Die so entstandenen chimären Proteine haben eine Länge von 457 
Aminosäuren und besitzen in der NH2-terminalen Region sowohl die QPGY- als auch 
die SNH-Domäne des SS18-Proteins sowie an ihrem C-Terminus die SSXRD-Domäne 
der SSX-Proteine, entfallen ist hingegen deren KRAB-Domäne (Clark et al., 1994; 




Abb. 2: Schematische Darstellung des SS18-SSX-Fusionsproteins.  
 
In Studien hinsichtlich der funktionellen Rolle des SS18-SSX-Proteine konnten Haldar 
und Kollegen in transgenen Mäusen, die konstitutionell SS18-SSX2 exprimierten, das 
Entstehen von Synovialsarkomen aus unreifen Myoblasten mit einer nahezu 100%igen 
Penetranz beobachten (Haldar et al., 2007). Garcia et al. konnten darüber hinaus durch 
die Expression des SS18-SSX2-Proteins in vitro die Reprogrammierung von myogenen 
Progenitorzellen und „bone-marrow derived mesenchymal stem cells“ (BMMSCs) indu-
zieren und deren Ausdifferenzierung verhindern (Garcia et al., 2011).  
Aufgrund der konträren Funktionen der beiden Fusionspartner SS18 und SSX war die 
biologische Wirkung der SS18-SSX-Fusionsproteine lange unklar. Heute weiß man in-
des, dass SS18-SSX über die oben genannten epigenetischen Interaktionen die Expres-
sion einer Vielzahl onkogener Proteine reguliert. Eine umfangreiche DNS-Microarray-
Analyse an einem Synovialsarkomzellmodell aus SS18-SSX2 exprimierenden HEK-293-
NH2-Terminus QPGY-Domäne COOH-Terminus SNH-Domäne SSXR-Domäne 
Aktivierung der Translation Repression der Translation 
78 Aminosäuren 389 Aminosäuren 
SSX-Anteil SS18-Anteil 
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TREx-Zellen zeigte eine Veränderung der Expression vor allem Methylierungs-sensitiver 
Gene. So zeigte sich unter anderem eine deutliche Expressionszunahme von IGF-2, 
einem proliferationsfördernden Liganden des IGF-1R. Zudem kam es zu einer Vermin-
derung der Expression der proliferationshemmenden IGF-bindenden Proteine 5 und 7 - 
IGFBP5 und IGFBP7 (siehe Kapitel 1.6) (De Bruijn et al., 2006). Ebenfalls zeigte sich 
eine Abnahme der Expression des LDL-Rezeptors assoziiert mit einer Zunahme der Ex-
pression wichtiger Enzyme der Cholesterin-Biosynthese. Auch dies ist ein Muster, wel-
ches mit der Tumorigenese vieler Neoplasien in Verbindung gebracht werden kann (Roa, 
1995). Parallel zu den Arbeiten von De Bruijn gelang Sun und Kollegen der Nachweis 
einer Expressionsinduktion von IGF-2 durch das SS18-SSX-1-Fusionsprotein in Fib-
roblasten. Interessanterweise zeigten induzierte Zellen, deren IGF-2-Expression durch 
siRNA herunterreguliert wurde, eine geringere Proliferationsrate als solche ohne siRNA-
Knockdown, was eine essentielle Rolle von IGF-2 im Rahmen der Transformation durch 
SS18-SSX1 andeutet (Sun et al., 2006). Auch in Zelllinien primärer Synovialsarkome 
konnte die Bedeutung des IGF-Pathways in der Tumorbiologie belegt werden (Friedrichs 
et al., 2008; Törnkvist et al., 2008) (siehe Kapitel 1.5). Cyclin D1 ist ein weiteres Protein, 
welches in vitro SS18-SSX-abhängig überexprimiert wird. Cyclin D1 ist ein wichtiger Re-
gulator des Zellzyklus welcher als Co-Faktor von CDK4 und CDK6 den Übergang der 
G1- in die S-Phase bewirkt, also die Zellproliferation fördert (Xie et al., 2002a; Xie et al., 
2002b). Weiterhin induziert SS18-SSX in Zellen synovialer Sarkome sowie im murinen 
Tumormodell die Expression von anti-apoptotischen Faktoren wie Bcl2 (Jones et al., 
2012). Darüberhinaus bewirken die beiden häufigsten SS18-SSX-Proteine in Zellen sy-
novialer Sarkome eine Abnahme der Zelladhäsion über die Hemmung der Expression 
der „myosin light-chain kinase“ (MLCK) (Takenaka et al., 2010). 
 
Die Expression von SS18-SSX wirkt demnach nicht nur proliferationsfördernd und anti-
apoptotisch sondern bewirkt auch eine Zunahme der Zell-Motilität. 
 
 
1.3  Tyrosinkinasen sind Mediatoren der Signaltransduktion 
Tyrosinkinasen sind essentielle Proteine der extra- und intrazellulären Signaltransduk-
tion. Sie werden der Familie der Proteinkinasen zugeordnet und im weiteren Sinne der 
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Superfamilie der Phosphotransferasen zugerechnet. Die katalytische Funktion von Pro-
teinkinasen besteht in der reversiblen Übertragung von Phosphatresten eines Nucleo-
sidtriphosphates auf alkoholische Aminosäuren. Im Gegensatz dazu stehen Phospho-
rylasen, welche Phosphatreste von Aminosäuren entfernen und somit den biochemi-
schen Gegenspieler der Proteinkinasen darstellen. Phosphorylierungen beziehungs-
weise Dephophosphorylierungen der Hydroxylgruppe alkoholischer Aminosäuren modi-
fizieren die Tertiärstruktur von Proteinen und können somit zum Beispiel biologisch akti-
ve Domänen freilegen oder verbergen. Diese regulierende Eigenschaft von Protein-
kinasen spielt vor allem in der Übertragung von intra- und extrazellulären Informationen 
in Rahmen von Signal-Kaskaden eine Rolle.  
Da zu der Gruppe der Aminosäuren mit funktioneller OH-Gruppe lediglich Serin, Thre-
onin und Tyrosin gehören, lassen sich die Proteinkinasen im wesentlichen in zwei Grup-
pen einteilen: Serin-/Threoninkinasen und Tyrosinkinasen (Heinrich et al., 2007). 
 
 
1.4  Die SRC-Tyrosinkinase: Prototyp eines Onkogens 
1910 gelang es dem Arzt und Wissenschaftler Peyton Rous erstmalig, einen Tumor von 
einem Individuum auf ein anderes zu übertragen. Er injizierte Zellen aviärer spindelzell-
reicher Sarkome eines Huhns auf ein nächstes und konnte das Wachstum eines mor-
phologisch und histologisch gleichen Tumors an der Injektionsstelle nachweisen (Rous, 
1910). Später veröffentlichte Rous eine Arbeit, in der er durch Injektion zellfreier Filtrate 
der gleichen Tumoren ein Tumorwachstum in gleicher Weise induzieren zeigte (Rous, 
1911). Somit war erwiesen, dass es sich bei den entstandenen Tumoren nicht lediglich 
um Zelltransplantate handeln konnte. Vielmehr musste ein unbekanntes Agens die On-
kogenese ausgelöst haben. Aufgrund dieser bahnbrechenden Entdeckungen wurde 
Rous 1966 mit dem Nobelpreis für Medizin und Physiologie ausgezeichnet.  
Lange war jedoch nicht klar, dass es sich bei diesem karzinogenen Agens um ein Virus 
handelt, welches später als Prototyp infektiöser Neoplasien gelten sollte. In den folgen-
den Jahren entwickelte sich das Rous-Sarcoma-Virus zu einem prominenten Thema der 
Krebsforschung, und so konnte in den Siebzigerjahren von diversen Arbeitsgruppen ge-
zeigt werden, dass lediglich ein Gen des Rous-Sarcoma-Virus-Genoms notwendig war 
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um die maligne Transformation gesunder Zellen zu induzieren (Lai et al., 1973; Martin et 
al., 1971; Vogt, 1971).  
Kurz darauf gelang die Identifizierung eines homologen Gens auch im Genom von Vö-
geln, womit zum ersten Mal in der Geschichte der Medizin ein Pendant zu einem viralen 
Gen in eukaryoten Zellen gefunden wurde (Stehelin et al., 1976). Zur Differenzierung 
der beiden Gene entschied man sich, das eukarytote Gen „cellular src“ (c-SRC) zu be-
nennen. In einer Zeit, in der sich die molekulare Tumorforschung noch in den Anfängen 
befand, galt die Entdeckung von c-src als Erstbeschreibung eines Proto-Onkogens und 
ebnete den Weg zur Erforschung der etwa einhundert heute bekannten.  
1980 konnte schließlich die katalytische Funktion des Genprodukts von v-src, dem Pro-
tein v-SRC, abschließend aufgeklärt werden. So identifizierten die Arbeitsgruppen um 
Hunter und Sefton sowie Collett v-SRC als die erste Kinase überhaupt, deren Funktion 
darin bestand Tyrosinreste an Proteinen zu phosphorylieren (Collett et al., 1980; Hunter 
und Sefton, 1980).  
Im Zuge der weiteren Forschungen gelang die Identifizierung einer ganzen Reihe von 
Tyrosinkinasen welche sowohl in ihrer Funktion als auch in ihrer Konfiguration eine gro-
ße Homologie mit c-SRC aufweisen. So bilden insgesamt die Tyrosinkinasen SRC, FYN, 
YES, LCK, HCK, BLK, FGR, LYN und YRK die SRC-Tyrosinkinasen Familie, oder kurz 
SFK (Roskoski Jr., 2004). 
 
Die Entdeckung von v-src und c-SRC als homologe Gene in Viren, Vögeln und Men-
schen ermöglichte es auch, den komplexen Regulationsmechanismus der SRC-
Tyrosinkinase zu verstehen. Während der simple Einbau des viralen src-Gens in das 
Genom einer gesunden Zelle zu deren Transformation führt, ist das ubiquitäre Vorkom-
men des c-SRC Gens in eukaryoten Zellen physiologisch (Collett et al., 1979; 
Oppermann et al., 1979). Analysen der Aminosäuresequenzen der beiden Kinasen zeig-
ten bei nahezu kompletter Homologie (Czernilofsky et al., 1980; Takeya und Hanafusa, 
1982), einen entscheidenden Unterschied in deren Länge. So konnten Takeya und Ha-
nafusa zeigen, dass es sich bei dem viralen v-SRC um ein, im Vergleich zum aviären c-
SRC, um sieben Aminosäuren verkürztes Protein handelt (Takeya und Hanafusa, 1983). 
Zugrunde liegt dem jedoch nicht lediglich eine Deletion am 3’-Ende der codierenden Be-
reiche des v-src Gens sondern ein komplexer viraler Rekombinationsmechanismus: v-
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SRC und c-SRC unterscheiden sich nämlich nicht nur in ihrer Länge voneinander son-
dern auch in der Aminosäuresequenz ihrer C-Termini. Vergleichende Aminosäurese-
quenzanalysen brachten den Austausch der letzten 19 Aminosäuren des c-SRC durch 
einen 12 Aminosäuren langen C-Terminus im v-SRC zum Vorschein. Codiert wird dieser 
12 Aminosäuren lange Bereich im aviären Genom 900 bp unterhalb des Stopcodons 
von c-src, also außerhalb des c-SRC codierenden Bereiches. So liegt die Vermutung 
nahe, dass es sich bei dem viralen src-Gen um einen inkompletten und fehlerhaften 
Einbau der eukaryoten c-SRC-Gens in das virale Genom im Rahmen einer retroviralen 
Rekombination handelt (Takeya und Hanafusa, 1983). Darüber hinaus konnten Iba und 
Kollegen zeigen, dass Rous-Sarcoma-Viren ihre Fähigkeit zur Transformation verlieren, 
wenn v-src mit c-src in deren Genom ausgetauscht wurde. Weiterhin weist c-SRC eine 
geringere Kinaseaktivität in vitro auf als v-SRC (Iba et al., 1984; Tanaka und Fujita, 
1986). Die C-terminale Domäne der c-SRC-Tyrosinkinase, deren Aminosäurensequenz 
im v-SRC mutiert ist, scheint demnach regulative Funktionen zu verfügen. 
 
Der Einfachheit halber, wird in der Literatur das humane Gen mit SRC und das humane 
Protein mit SRC benannt. Die im Verlauf dieser Arbeit angegebenen Aminosäuren be-
ziehen sich auf die Positionen im humanen SRC-Protein. 
 
 
1.5  Funktion und Regulierung der SRC-Tyrosinkinase in Neoplasien 
Die humane SRC-Tyrosinkinase ist eine ubiquitäre zytosolische Tyrosinkinase mit einer 
Größe von 60 kDa und einer Länge von 536 Aminosäuren (Roskoski Jr., 2004) (siehe 
Abbildung 3). Sie besteht im Wesentlichen aus vier funktionellen Domänen. Am NH2-
Terminus des Proteins befindet sich die „SRC-homology 4“-(SH4)-Domäne, welche für 
die Lokalisierung der Kinase an Plasmamembranen verantwortlich ist. Dieser schließen 
sich die Domänen „SRC-homology 3“ (SH3) und „SRC-homology 2“ (SH2) an. Beide 
Domänen sind für die inter-molekulare Bindung mit SRC-Interaktionspartnern zuständig. 
Die Aminosäuresequenzen der SH-Domänen und somit auch deren Funktion sind hoch-
konserviert und finden sich in einer Vielzahl von Proteinen der menschlichen Zelle wie-
der (daher die Bezeichnung „SRC-homology“-(SH)-Domäne). Weiter C-terminal folgt 





Abb. 3:  Vereinfachte Darstellung (A) des strukturellen Aufbaus der SRC-Tyrosinkinase 
sowie (B) der Interaktionspartner auf molekularer Ebene (Roskoski Jr, 2004) 
 
Nach heutigem Kenntnisstand erfolgt die Regulation der Kinase über zwei essentielle 
Phosphorylierungsstellen - Tyrosin 527 (Tyr(527)) in der C-terminalen Domäne sowie 
Tyrosin 416 (Tyr(416)) in der Kinase-Domäne (Piwnica-Worms et al., 1987) (siehe Abbil-
dung 4).  
Im Ruhezustand, also im Zustand ohne katalytische Aktivität, bindet die SH2–Domäne 


























SH3 SH2 Tyrosinkinase-Domäne 
COOH-Terminus 
SH3 
Tyr(416) Tyr(527) A 
B 
21 
katalytische Bindungsstelle ist damit verdeckt und Tyrosin 416 ist dephosphoryliert. Die 
inaktivierende Phosphorylierungsstelle an Tyrosin 527 ist insofern kritisch, als sie beim 
daueraktivierten v-SRC aufgrund des verkürzten C-Terminus fehlt. Bei Bindung von In-
teraktionspartnern an die SH2- oder SH3-Bindungsstelle von SRC kommt es zur 
Dephosphorylierung von Tyrosin 527 und zur Freilegung des katalytischen Zentrums, so 
dass die Autophosphorylierung an Tyrosin 416 erfolgen kann, womit die Kinaseaktivität 
maximal wird (Xu et al., 1999). In computergestützten Strukturanalysen zeigt sich dabei 
die reversible Bildung eines sogenannten „hydrophobic spine“, welcher die Kinaseaktivi-
tät stabilisiert (Kornev et al., 2006). Neueste vergleichende Strukturanalysen von v-SRC 
und SRC zeigten eine entscheidende Mutation in der Aminosäuresequenz dieser Struk-
tur. Der Austausch des Threonins an Stelle 341 durch die Aminosäure Isoleucin stabili-
siert den „hydrophobic spine“, bewahrt ihn vor dem Strukturverlust und verhindert die 
Rückkehr der Kinase in die inaktive Konformation. Als Folge dessen und als Folge des 
Fehlens der deaktivierenden Phosphorylierungsstelle Tyrosin 527 ist die virale SRC-
Tyrosinkinase konstitutionell aktiviert. Dieser über viele Tyrosinkinasen hinweg hoch 
konservierte Threoninrest stellt eine der Bildungsstellen für niedermolekulare Kinasein-
hibitoren dar (Lombardo et al., 2004). Mutationen dieses Threonins können deshalb 
nicht nur zur Daueraktivierung der Kinase führen, sondern auch dazu, dass die zielge-
richtete Blockade des katalytischen Zentrums der Kinase unmöglich wird. Der Amino-
säureaustausch dieses Threoninrests stellt somit einen der gefährlichsten erworbenen 
Resistenzmechanismen gegen die Behandlung mit herkömmlichen Tyrosin-
kinaseinhibitoren dar. Aufgrund dessen und aufgrund der essentiellen Bedeutung des 
Threonins 341 in der Strukturregulation des „hydrophobic spine“, ist in der Literatur der 
Begriff „gatekeeper threonine“ geprägt worden (Azam et al., 2008).  
 
Die Dephosphorylierung, also Inaktivierung, von Tyrosin 527 erfolgt dabei unter ande-
rem durch ubiquitäre Phosphotyrosin-Proteinphosphatasen (PTP) (Bjorge et al., 2000b). 
Die Phosphorylierung andererseits geschieht durch die „C-terminal-SRC“-Kinase (CSK) 
(Wang et al., 2001). Eine Überexpression von PTP1B in Mammakarzinomen wie auch 
eine Delokalisation und Aktivitätsminderung von CSK in Kolonkarzinomen konnten als 
pathogenetisch relevante Ereignisse hinsichtlich einer aberranten Aktivierung von SRC 
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Abb. 4: Vereinfachte Darstellung der Regulation von SRC. (A) Die Phosphorylierung 
von Tyrosin 527 (Tyr(527)) durch die „C-terminal-SRC“-Kinase (CSK) bewirkt die steri-
sche Inaktivierung der Kinase. (B) PTP1B katalysiert die Dephosphorylierung von 
Tyr(527) und die Aktivierung der Kinase durch Autophosphorylierung von Tyr(416). TKD: 
Tyrosinkinase-Domäne; SH2: SH2-Domäne; SH3: SH3-Domäne; Pfeil: Phosphorylie-
rung; T-Pfeil: Dephosphorylierung; P: Phosphat-Rest. 
 
Die Funktion von SRC ist komplex und auch heute noch nicht abschließend aufgeklärt. 
Die starke Affinität von SRC zu Lipidmembranen wird über die SH2- und SH3-Domänen 
sowie eine terminale Myristilisierung vermittelt (Kaplan et al., 1990). Dabei handelt es 
sich um eine posttranslationale Veresterung des Proteins mit der gesättigten Fettsäure 
Myristinsäure.  
Ein großer Anteil der SRC-Tyrosinkinase wird dementsprechend nach der Expression in 
die Plasmamembran transloziert. Dort vermittelt SRC über eine Reihe von Kaskaden 
extrazelluläre Signale von Rezeptortyrosinkinasen und Zelladhäsionsmolekülen. In ers-
ter Linie handelt es sich dabei um mitogene Signale sowie solche, die die Konfiguration 
des Zytoskeletts modifizieren (siehe Kapitel 1.6 und Abbildung 3).  
So vermitteln insbesondere die Rezeptortyrosinkinasen „Insulin-like growth factor I re-

























rived growth factor receptor“ (EGFR) eine Aktivierung durch Ligandenbindung über SRC 
an den Zellkern. Dabei erfolgt die Übermittlung der Signale für Proliferation und Apopto-
se vor allem über die Signalkaskaden der „mitogen-activated protein“-Kinasen (MAP-
Kinasen) (u.a. p42/p44 MAPK=ERK1/2), über den „signal transducers and activators of 
transcription“-(STAT)-Signalweg (u.a. STAT3) sowie über die Phosphatidylinositol-3-
kinase (PI3K)/AKT/mTOR-Signalkaskade (Bjorge et al., 2000a; Laird et al., 2003; 
Parsons und Parsons, 2004; Peterson et al., 1996; Roskoski Jr., 2004). Am Ende dieser 
regulativen Kaskaden stehen oftmals Transkriptionsfaktoren, welche den Zellzyklus 
steuern und zu einer Steigerung des Zellumsatzes führen.  
 
Die Funktion von SRC in der Regulation des Zytoskeletts ist komplexer und beruht im 
Wesentlichen auf einer Interaktion mit Zelladhäsionsmolekülen und solchen, die die Mo-
tilität der Zellen regulieren. So bilden Integrine oder Cadherine in einem Zusammenspiel 
mit der „focal-adehesion kinase“ (FAK) und der SRC-Kinase einen regulatorischen 
Komplex zur Steuerung von Migration und Invasion. Bestandteil dieses Komplexes sind 
unter anderem auch die Rho-GTPasen RhoA und Rac (siehe Kapitel 1.7) (Huveneers 
und Danen, 2009). 
 
Bis heute konnte SRC als Onkogen in einer ganzen Reihe von soliden Neoplasien iden-
tifiziert werden. SRC spielt demnach eine wichtige Rolle in der Tumorbiologie der sechs 
häufigsten Malignome des Erwachsenen (Wheeler et al., 2009; Kaatsch et al., 2012): 
Kolonkarzinome (Talamonti et al., 1993), nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome (Song et 
al., 2006), Karzinome der Brust (Ottenhoff-Kalff et al., 1992), Karzinome der Prostata 
(Nam et al., 2005), Plattenepithelkarzinome des Halses und Kopfes (Van Oijen et al., 
1998) sowie Pankreaskarzinome (Lutz et al., 1998). Auch in mesenchymalen Neopla-
sien wie dem Chondrosarkom, dem Osteosarkom oder dem Kaposi-Sarkom konnte die 
Bedeutung der SRC-Tyrosinkinase für die Tumorbiologie gezeigt werden (Munshi et al., 
2000; Schrage et al., 2009; Shor et al., 2007). 
 
Die Ursachen für die gesteigerte Aktivität von SRC ist bis heute in vielen Tumorentitäten 
nicht abschließend geklärt. In Brustkrebs sowie Kolonkarzinomen konnte eine Überakti-
vierung der SRC-Kinase durch die beiden Regulatorischen Proteine PTP1B und CSK 
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demonstriert werden. So zeigte sich in Kolonkarzinom-Zellen sowohl eine Membrandelo-
kalisation von CSK als auch dessen Aktivierung verantwortlich für eine Zunahme der 
Phosphorylierung von SRC an Tyrosin 416 (Cam et al., 2001; Sirvent et al., 2010). 
Ebenfalls konnten in Kolonkarzinomen als auch in diversen Mammakarzinom-Zelllinien 
eine Überexpression und Überaktivität der Phosphatase PTP1B als Ursache für eine 
SRC-Aktivierung ausgemacht werden (Bjorge et al., 2000c; Zhu et al., 2007). 
 
Aufgrund der zentralen Position der SRC-Kinase in der Biologie solider Tumoren wurde 
in den letzten Jahren intensiv an der Möglichkeit geforscht, SRC als Angriffspunkt einer 
zielgerichteten Therapie zu nutzen. Ein Pharmakon, welches sich in präklinischen Stu-




1.6  Die „Insulin-like growth factor I receptor“-Signalkaskade 
Die „Insulin-like growth factor I receptor“ (IGF-1R)-Signalkaskade überträgt extrazellulä-
re mitogene und anti-apoptotische Signale an den Zellkern. Die wichtigsten Bausteine 
dieser Kaskade sind neben dem IGF-1 Rezeptor die Liganden „Insulin-like growth factor 
1“ (IGF-1), „Insulin-like growth factor 2“ (IGF-2) sowie die „IGF-binding proteins“ (IGFBP) 
(Pollak, 2008).  
 
Der IGF-1R ist ein zellmembranständiger Oberflächen-Rezeptor mit Tyrosinkinase-
Aktivität. Die Tyrosinkinase-Domäne weist eine 84%ige Homologie mit der Kinase-Do-
mäne des Insulinrezeptors auf (Ullrich et al., 1986). Der heterotetramere IGF-1R besteht 
aus vier Untereinheiten, zwei alpha- sowie zwei beta-Einheiten. Während die alpha-
Untereinheit extrazellulär liegt und die Liganden-Bindungsstelle beinhaltet, befindet sich 
die beta-Untereinheit plasmazellulär und beherbergt die Tyrosinkinase-Einheit. Die Bin-
dung eines der IGF-1R-Liganden - IGF-1 oder IGF-2 - führt zur Dimerisierung der Un-
tereinheiten sowie zur Autophosyphorylierung aktivierender Phosphorylierungsstellen. 
Dies hat die Aktivierung der intrinsischen Kinase-Aktivität des IGF-1-Rezeptors sowie 
der Signalkaskade zur Folge.  
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Die IGF-1R-Signalkaskade beeinflusst das Zellwachstum durch zwei Mechanismen. Der 
wohl wichtigste ist die Vermittlung anti-apoptotischer Signale über die Aktivierung der 
Phosphatidylinositol-3-Kinase-(PI3K)/AKT-Signalkaskade, was zur Inaktivierung pro-
apoptotischer sowie zur Expression anti-apoptotischer Faktoren führt (Pollak, 2008; Zha 
und Lackner, 2010). 
Neben diesen anti-apoptotischen Signalen leitet der IGF-1-Rezeptor auch mitogene und 
pro-proliferative Signale an den Zellkern weiter. Diese werden über den „Mitogen-acti-
vated protein“-(MAP-)-Kinase-Signalweg, so unter anderem über die p44/42 MAP-Kina-
sen (p44/42 MAPK=ERK1/2) übermittelt (Boguski und McCormick, 1993).  
Beide Signalkaskaden interagieren mit der SRC-Tyrosinkinase und so kommt es am 
IGF-1R neben einer ligandenabhängigen Phosphorylierung auch zu einer SRC-abhängi-
gen Phosphorylierung aktivierender Aminosäurereste (Peterson et al., 1996). Analog zur 
Expression von SRC im Zellmodell bewirkt auch eine Überexpression von IGF-1R al-
leine eine Zell-Transformation (Kaleko et al., 1990). Dabei ist das Zusammenspiel beider 
Faktoren essentiell: durch Ausschalten des IGF-1-Rezeptor mittels homologer Rekom-
bination konnten im Mausmodell transformierenden Eigenschaften von SRC unterbun-
den werden (Peterson et al., 1996). 
 
Der IGF-1R kann über zwei homologe Liganden aktiviert werden - IGF-1 und IGF-2. Die 
Sekretion von IGF-1 (Somatomedin C) in der Leber wird durch das Wachstumshormon 
Somatotropin stimuliert und unterliegt einer intrinsischen Regulationsschleife. Während 
IGF-1 physiologisch postnatal an der Übermittlung von Wachstumsreizen beteiligt ist, 
handelt es sich bei IGF-2 in erster Linie um einen fetalen Wachstumsfaktor. Auch IGF-2 
wird von der Leber systemisch sezerniert; in der Tumorigenese allerdings spielt die au-
tokrine oder parakrine Stimulation durch IGF-2 in eine wichtigere Rolle (De Bruijn et al., 
2006).  
„Insulin-like growth factor binding“-Proteine (IGFBP) sind Regulatoren der IGF-Wirkung. 
Sie können IGFs binden und somit die Konzentration an frei verfügbaren Liganden be-
einflussen. Allerdings ist der Effekt nicht auf eine alleinige Reduzierung der IGF-
Konzentration zurückzuführen, sondern wesentlich komplexer. So wird angenommen, 
dass die IGFBP auch in der Lage sind, IGF in der Umgebung von IGF-1-Rezeptoren zu 
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poolen, also die Konzentration an verfügbarem IGF am Rezeptor zu erhöhen (Firth und 
Baxter, 2002).  
Neben den IGFBP ist auch der „Insulin-like growth factor 2“-Rezeptor an der Regulation 
der IGF-2-Konzentration beteiligt, wobei hier ein negativer Regulationsmechanismus 
vorliegt: nach Ligandenbindung kommt es zur Internalisierung und subsequenten lyso-
somalen Abbau des Rezeptor-Liganden-Komplexes (Braulke, 1999). 
 
Die starke anti-apoptotische Wirkung des IGF-1R-Signalwegs ist besonders in der Biolo-
gie maligner Zellen relevant (Resnicoff et al., 1995). So kann die Aktivierung des IGF-1R 
apoptotische Signale durch das Onkogen c-MYC inhibieren (Harrington et al., 1994). 
Generell ist die anti-apoptotische Wirkung des IGF-1R bei Zellen am höchsten, die keine 
Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Kontakte ausgebildet haben, wie es für aberrant mobile Tu-
morzellen bekannt ist (Hellawell et al., 2002; Resnicoff et al., 1995). 
Klinisch von großer Bedeutung ist auch der durch eine Überexpression des IGF-1-
Rezeptors oder seines Liganden IGF-2 vermittelte Resistenzmechanismus gegen pro-
apoptotische Faktoren wie ionisierende Strahlung (Turner et al., 1997), das Chemothe-
rapeutikum Etoposid (Sell et al., 1995) sowie EGFR-Inhibitoren (Buck et al., 2008).  
Unter anderem konnte bisher in Karzinomen der Brust (Turner et al., 1997), in Osteo-
sarkomen (Sekyi-Otu et al., 1995) und in Prostata-Karzinomen (Hellawell et al., 2002) 
eine Überexpression von IGF-1R als einer der Pathomechanismen der Tumorbiologie 
identifiziert werden. Auch in synovialen Sarkomen konnte die essentielle Bedeutung der 
IGF-1R-Signalkaskade in der Tumorigenese durch die Translokation t(X;18) gezeigt 
werden (De Bruijn et al., 2006; Friedrichs et al., 2008; Sun et al., 2006).  
 
 
1.7  Die Bedeutung von FAK und der Rho-GTPasen in der Tumorzellmotilität 
Eine gesteigerte Motilität ist einer der essentiellen Malignitätsfaktoren neoplastischer 
Zellen. Dabei spielt sich die Steuerung der Migration und Invasion im Wesentlichen auf 
Ebene der sogenannten „focal adhesion complexes“ ab. Ein wichtiger Bestandteil ist hier 
die Interaktion zwischen der extrazellulären Proteinmatrix, den plasmamembranständi-
gen Integrinen und dem intraplasmazytären Zytoskelett. Bei der Vermittlung der Signale 
spielen sowohl Proteinkinasen als auch GTPasen eine entscheidende Rolle. Die wich-
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tigste Rolle jedoch spielt die SRC-Tyrosinkinase, welche im Zentrum der Abläufe dieser 
Signalkaskaden steht. 
 
Integrine sind bi-direktionale heterodimere Rezeptormoleküle. Sie fungieren als Binde-
glied zwischen Extrazellulärmatrix und Zytoskelett und sind darüber hinaus auch an der 
Übermittlung extrazellulärer Signale beteiligt (Humphries, 2000; Hynes und Zhao, 2000). 
Kommt es zur Aktivierung des Integrinrezeptors durch Liganden wie Kollagene, Fib-
ronectine und Laminine, ist die Bindung und Autophosphorylierung der „focal adhesion 
kinase“ (FAK) und damit deren Aktivierung möglich. An die auf diese Weise an FAK frei 
gewordenen SH2-Bindungsstellen heftet sich die SRC-Tyrosinkinase und es kommt 
analog zu weiteren aktivierenden intramolekularen Phosphorylierungen (Playford und 
Schaller, 2004). Dieser SRC-FAK-Komplex wiederum aktiviert unter anderem die klei-
nen Effektor-GTPasen Rac1 und Cdc42. Beide GTPasen führen über zwischengeschal-
tete Faktoren zur Ausbildung von Membranausstülpungen sowie zu einer Abnahme der 
Zytoskelettkontraktilität und Motilität (Chodniewicz und Klemke, 2004; Huveneers und 
Danen, 2009). Der Gegenspieler von Rac1 ist die kleine GTPase RhoA, deren Aktivie-
rung zu einer Zunahme der Aktinomyosinkontraktilität und einer Versteifung des Zytos-
keletts sowie zur Ausbildung fokaler Adhäsionen führt. Der SRC-FAK-Komplex ist in der 
Lage, die Funktion von RhoA zu inhibieren (Huveneers und Danen, 2009; Ren et al., 
2000).  
Während der Migration einer Zelle ist ein geordnetes Zusammenspiel der genannten 
GTPasen auschlaggebend. Zu einer Vorwärtsbewegung kommt es, indem am vorderen 
sowie am hinteren Pol der Zelle alternierend die Kontraktilität des Zytoskeletts erhöht 
beziehungsweise erniedrigt wird (Huveneers und Danen, 2009). Ähnlich dem Fortbewe-
gungsmuster einer Raupe wird der hintere Teil des Zellleibes nachgezogen. Dabei 
überwiegt jedoch bei einer Zunahme der gerichteten Zellmotilität die Aktivität der Rac1-
GTPase (Pankov et al., 2005). So gilt die Zunahme des Levels an aktiviertem Rac1 und 
die Abnahme des Levels an aktiviertem RhoA als Indikator für die Zunahme der Zellmo-
tilität (Nobes und Hall, 1999). 
 
Kleine GTPasen bilden eine größere Super-Familie von Proteinen, wobei RhoA und 
Rac1 zur Sub-Familie der Rho-GTPasen gehören. Alle GTPasen funktionieren nach 
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dem gleichen Prinzip. In ihrem aktivierten Zustand binden GTPasen Guanosintriphos-
phat. Dieser Aktivitätszustand hält nur sehr kurzfristig an: unmittelbar kommt es, vermit-
telt durch „GTPase-activating proteins“ (GAPs), zur Aktivierung der GTPase Funktion 
und zur Hydrolysierung des GTPs zu GDP mit dem Ergebnis einer Inaktivierung des 
Proteins. Wenn nicht benötigt, wird inaktives RhoA durch „Rho-GDP dissociation inhi-
bitors“ (Rho-GDIs) im Zytoplasma gespeichert. Um die GTPase erneut in ihren aktiven 
Zustand zu versetzen, ist die Dissoziation des GDPs und der Austausch mit einem GTP-
Molekül notwendig. Um seiner Funktion im Umbau des Zytoskeletts nachgehen zu kön-
nen, ist die Translokation des zytoplasmatischen RhoA an die Plasmamembran notwen-
dig (Huveneers und Danen, 2009). 
 
Die Kinase FAK sowie die GTPasen Rac1 und RhoA eignen sich aufgrund ihrer zentra-
len Rolle in der Zytoskelettregulation und aufgrund der Möglichkeit des biochemischen 
Aktivitätsnachweises als indirekte Parameter für Zellmobilität und Migrationsverhalten. 
 
 
1.8  Der Tyrosinkinaseinhibitor Dasatinib 
Dasatinib (BMS-354825) ist ein Vertreter der oral verfügbaren, niedermolekularen Tyro-
sinkinaseinhibitoren, welche sich in der erfolgreichen Behandlung von Imatinib-resisten-
ten chronisch-myeloischen Leukämien bei einem niedrigen Nebenwirkungsspektrum 
bewährt hat (Hochhaus und Kantarjian, 2013).  
 
Wie die meisten Tyrosinkinaseinhibitoren ist auch Dasatinib im weitesten Sinne ein Mul-
tikinaseinhibitor. Allerdings zeigt Dasatinib in Enzymanalysen eine große Affinität für die 
SFKs SRC, LCK und YES sowie die Fusionskinase BCR-ABL. So liegt die Konzentra-
tion von Dasatinib, bei der die Kinaseaktivität von SRC um 50 % reduziert wird (IC50), 
um sechs Zehnerpotenzen niedriger als zum Beispiel für die Kinasen AKT oder FAK 
(Lombardo et al., 2004). In der Literatur wird deshalb meist von einem SRC-/BCR-ABL-
spezifischen Inhibitor gesprochen.  
 
Die antineoplastische Wirkung der Tyrosinkinaseinhibitoren, also auch die von Dasatinib, 
beruht auf einer Unterbrechung essentieller und pathogenetisch treibender Signaltrans-
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duktionswege in der Tumorzelle. Dabei sind diese niedermolekularen Wirkstoffe in der 
Lage, das katalytische Zentrum einer Tyrosinkinase zu blockieren, indem sie an Amino-
säurereste des „hydrophobic spine“ in der Tiefe der ATP-Bindungstasche andocken und 
ihn so destabilisieren. Im Falle der SRC-Kinase ist dies unter anderem der oben er-
wähnte Threoninrest 341 (Thr(341)), das „gatekeeper threonine“ (Azam et al., 2008; 
Lombardo et al., 2004). Mutationen an der Stelle des „gatekeeper threonines“, wie sie in 
v-SRC oder bei Imatinib-resistenten chronisch myeloischen Leukämien vorkommen, 
sind ein natürlicher oder durch Selektion entstandener Resistenzmechanismus gegen 
Tyrosinkinaseinhibitoren (Azam et al., 2008). 
Bisher veröffentlichte präklinische Untersuchungen mit Dasatinib in einer größeren Zahl 
von Tumorentitäten in vitro und in vivo zeigten ein vielversprechendes Wirkspektrum 
(Finn et al., 2007; Konecny et al., 2009; Nagaraj et al., 2011; Nam et al., 2005; Shor et 
al., 2007; Song et al., 2006). Unter diesen Studien findet sich auch eine umfangreiche in 
vitro Testung von Dasatinib an menschlichen Sarkomzellen, welche Leiomyosarkom-, 
Osteosarkom-, Ewingsarkom-, Fibrosarkom- und Rhabdomyosarkom-Zellen einschließt. 
In den Zellen dieser Weichgewebssarkome wurde nicht vordergründig eine Hemmung 
der Zellvitalität sondern eine Abnahme der Zellmotilität beobachtet (Shor et al., 2007).  
 
 
1.9  Fragestellung 
Grundlegendes Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung in der Pathogenese 
Synovialer Sarkome funktionell relevanter onkogener Proteinkinasen, mit dem Ziel eines 
verbesserten Verständnis der Tumorbiologie einerseits und der Etablierung neuer trans-
lationaler Therapieansätze andererseits. In einem initialen Screening-Ansatz erwies sich 
die SRC-Tyrosinkinase als die unter 46 repräsentierten Kinasen am kräftigsten phos-
phoryliert. Die durchgeführten Experimente zielten in ihrer Gesamtheit auf das Verständ-
nis der Relevanz der SRC-Kinase in der Biologie des Synovialsarkoms und auf ihre Tes-
tung mit Blick auf mögliche zielgerichtete therapeutische Ansätze. Folgende Fragen 
standen dabei im Vordergrund:   
   
• Wie ist das Expressionsprofil der beiden funktionell differenten phosphorylierten Vari-
anten der SRC-Kinase in einem repräsentativen Kollektiv von Synovialsarkomen?  
30 
• Lässt sich eine Assoziation des gefundenen Profils mit CSK1 und/oder PTP1B nach-
weisen, welche die Phosphorylierung am Tyrosinrest 527 regulieren? 
• Ist die Regulation der Phosphorylierung der SRC-Kinase an der aktivierenden Phos-
pho-Stelle Tyrosin 416 in einem Modellsystem Synovialer Sarkome abhängig von der 
Expression des Fusionsproteins?  
• Lässt sich die über die Translokationsproteine induzierbare Phosphorylierung von 
SRC an Tyr416 kausal mit Regulationsmechanismen auf Ebene des Insulin-like 
growth factor Systems assoziieren? 
• Wie reagieren primäre Synovialsarkomzellen hinsichtlich zellulärer Proliferation und 
Apoptose bei Inhibition der SRC-Kinase mittels Dasatinib oder siRNA und sind die 
gefundenen Veränderungen mit spezifischen Veränderungen des Phosphorylie-
rungsniveaus von SRC-Zielproteinen assoziiert? 
• Lassen sich durch SRC-Inhibition Effekte auf die zelluläre Motilität bzw. das Migrati-
onsverhalten von Zellen Synovialer Sarkome erzielen und ergeben sich Hinweise auf 
einen mechanistischen Hintergrund mit Blick auf die Effektor-GTPasen Rac1 und 
RhoA? 
• Wie wirkt Dasatinib in vivo im Synovialsarkom-Modell xenotransplantierter athymi-
scher Nacktmäuse?  
 
 
1.10  Hinweise zur Publikation 
Die Ergebnisse dieser Arbeit sind Bestandteil der Publikation von Sebastian Michels und 
Marcel Trautmann, et al. über: SRC Signaling Is Crucial in the Growth of Synovial Sar-
coma Cells, erschienen 2013 in Cancer Research, Ausgabe 73, Seiten 2518-2528 (Mi-




2.  Methoden 
2.1  Patientenkollektiv  
Das analysierte Tumorkollektiv setzte sich aus 30 primären Synovialsarkomen zusam-
men. Das zur Diagnostik eingegangene Tumormaterial wurde nach Standardprotokollen 
in 4%iger Paraformaldehyd-Lösung (Sigma-Aldrich) fixiert und in Paraffin eingebettet 
(Sigma-Aldrich). 
Zusätzlich zu basalen diagnostischen immunhistochemischen Untersuchungen wurde 
mittels Fluoreszenz in-situ Hybridisierung bzw. Polymerase-Kettenreaktion im Vorfeld 
dieser Arbeit im Rahmen der diagnostischen Aufarbeitung der Tumoren eine pathog-
nomonische Translokation SS18-SSX beziehungsweise ein chromosomales Rearran-
gement im Bereich des SS18-Lokus nachgewiesen. 
  
 
2.2  Immunhistochemische Untersuchungen 
2.2.1  Immunhistochemische Untersuchungen der primären Synovialsarkome 
Um das Expressionsmuster der beiden funktionell relevanten phosphorylierten Formen 
von c-SRC, von PTP1B und CSK in den 30 primären Synovialsarkomen zu analysieren, 
wurde das Tumormaterial immunhistochemisch untersucht. Für die immunhistochemi-
schen Färbungen des Tumorgewebes wurden Antikörper gegen folgende Antigene ver-
wendet: p-(Tyr416)-SRC und p-(Tyr527)-SRC, PTP1B und CSK. 
 
Antikörper Klonalität Hersteller   Konzentrationen 
p-(Tyr416)-SRC polyklonal Cell Signaling Technology 1:100 
p-(Tyr527)-SRC polyklonal Cell Signaling Technology 1:100 
PTP1B monoklonal abcam  1:100 
CSK monoklonal abcam  1:50 
 
Durchführung 
Von den Paraffinblöcken o.g. Tumorproben wurden 4 µm dicke Schnitte angefertigt. Zur 
Demaskierung der Antigenstrukturen wurde das Material mit Natriumcitrat-Puffer bei ei-
nem pH von 6 in der Mikrowelle (600 W) 10 Minuten inkubiert. Anschließend wurden die 
Schnitte über Nacht mit den Primärantikörpern (alle 1:100 in TBS) inkubiert. CSK und 
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PTP1B wurden mittels eines Autostainers (DAKO) gefärbt; die Färbungen für p-
(Tyr416)-SRC sowie p-(Tyr527)-SRC wurden unter Einsatz des Catalyzed Signal Ampli-
fication Systems (CSA II) (DAKO) nach dem Protokoll des Herstellers manuell angefer-
tigt. Die Antikörperbindung von PTP1B und CSK wurde mittels 3-Amino-9-Ethylcarbazol 
(AEC, ABC-Methode) visualisiert, für die Detektion der beiden SRC-Varianten wurde 
3,3’-Diaminobenzidin (DAB, braun) eingesetzt. Adäquate Positivkontrollen (invasives 
Mammakarzinom, NST) und Negativkontrollen (Kaninchen IgG Isotypkontrolle) wurden 
eingeschlossen. Die Färbungen wurden mit Hilfe eines semiquantitativen Scores mit der 
Einteilung des Expressionsmusters in negativ, schwach, moderat und stark bewertet; 
dabei wurde das Expressionsniveau der Positivkontrolle (invasives ductales 
Mammakarzinom) als stark gewertet. 
 
 
2.2.2  Immunhistochemische Untersuchungen der Xenotransplantate 
Die explantierten Tumoren der in vivo-Versuche wurden immunhistochemisch auf fol-
gende Proteine untersucht (siehe Kapitel 2.15): p-(Tyr416)-SRC und p-(Tyr527)-SRC, 
cleaved Caspase-3 (Asp175) und p-(Ser10)-Histon H3. 
 
Antikörper Klonalität Hersteller  Konzentrationen 
p-(Tyr416)-SRC polyklonal Cell Signaling Technology 1:100 
p-(Tyr527)-SRC polyklonal Cell SignalingTechnology 1:100 
cleaved Caspase-3  monoklonal Cell Signaling Technology 1:300 
(Asp175)   
p-(Ser10)- monoklonal Merck Millipore  1:500 
Histon H3  
 
Durchführung 
Die entnommen Xenotransplantate wurden in 4%iger gepufferter Paraformaldehyd-Lö-
sung (Sigma-Aldrich) für 24 Stunden fixiert und anschließend in Paraffin eingebettet 
(Sigma-Aldrich). Die Durchführung der immunhistochemischen Färbungen ist in Kapitel 
2.2 beschrieben.  
Die Auswertung erfolgte analog zur Auswertung des Gewebes der primären Synovi-
alsarkome (siehe Kapitel 2.2). 
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2.3  Zelllinien und allgemeine Zellkulturbedingungen 
Folgende Zelllinien primärer Synovialsarkome wurden für die Zellkultur- und Xenotrans-
plantatversuche eingesetzt:  
 
Zellreihe Translokation Kulturmedium Erstbeschreibung 
FUJI  SS18-SSX2 10 % FBS RPMI Watanabe et  al., 2006 
  1 % L-Glutamin 
CME-1  SS18-SSX2 10 % FBS RPMI Mancuso et al., 2000 
  1 % L-Glutamin 
SYO-1 SS18-SSX2 10 % FBS DMEM Kawai et  al., 2004 
  1 % L-Glutamin 
  1 % Pyruvat 
1273/99  SS18-SSX2 15 % FBS F-12 Xie et al., 2002 
  1 % L-Glutamin 
  1 % Pyruvat 
HS-SY-II  SS18-SSX1 10 % FBS DMEM Sonobe et al., 1992 
  1 % L-Glutamin 
 
Lösungen und Materialien 
Bezeichnung  Hersteller 
DMEM+GlutaMAX-I Invitrogen 
DPBS/Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Invitrogen 
F-12+GlutaMAX-I Invitrogen 
FBS/Fetal Bovine Serum Invitrogen 
Gelantine, gepulvert Merck  
L-Glutamin Invitrogen 
RPMI 1640 Invitrogen 
Sodium Pyruvat Invitrogen 
Trypsin-EDTA 0,25 % Invitrogen 
 







Die Zellkultur erfolgte in einem Begasungsbrutschrank bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit 
und 5 % CO2. Die Experimente wurden mit sterilen Instrumenten an einer Werkbank mit 
laminarem Luftstrom durchgeführt. Zur Kultivierung wurden die Zellen in 25 cm3 oder 75 
cm3 Kulturflaschen gehalten (Greiner Bio-One). Die Beschichtung des Flaschenbodens 
mit einer 0,1 % Gelatine-ddH20-Lösung (Merck) war für die Kultur von FUJI und 1273/99 
Zellen erforderlich.  
Die Lösung der Zellen aus ihrem Zellverband erfolgte nach Absaugen des Kulturmedi-
ums und Spülung mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS, Invitrogen) durch Zugabe 
von 0,5-1ml Trypsin-EDTA (Invitrogen). Die gelösten Zellen wurden anschließend in 
dem zuvor abgenommenen Medium zur Inaktivierung des Trypsins resuspendiert und 
bei 800 rpm für 3 min abzentrifugiert. Nach Suspension in frischem Medium konnten die 
Zellen den weiteren Anwendungsschritten entsprechend verarbeitet werden. 
 
 
2.4  Das in vitro Synovialsarkom-Modell 
2.4.1  Prinzip der Erstellung des in vitro Synovialsarkom-Modells 
Zur Untersuchung der funktionellen Rolle der SS18-SSX-Expression in den Tumorzellen 
nutzten wir ein Modell aus humanen TREx-293-Zellen (Invitrogen) in denen wir unter 
Zuhilfenahme des pTREx DEST30 Gateway Expression Systems (Invitrogen) die Fusi-
onsproteine SS18-SSX1 und SS18-SSX2 sowie Kontrollen exprimierten.  
Die Erstellung der Expressionsvektoren erfolgte in 3 Schritten: 1. Erstellung und Aufrei-
nigung der DNA-Inserts, 2. TOPO-Klonierung in den pENTR/D-TOPOTM-Entry-Vektor 
(Invitrogen) und 3. Direktionale Rekombination in den pT-REx-DEST -Vektor. Dieses 
GatewayTM-Vektoren-System von Invitrogen erlaubt den direktionalen Einbau von 




2.4.2  Erstellung der DNA-Inserts  
Die Generierung der Inserts für die Expression von SS18-SSX1-, SS18-SSX2 sowie der 
Inserts für die Kontrollen mit SS18, SSX1 und SSX2 erfolgte aus primärem Synovialsar-
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komgewebe mittels PCR-Amplifikation und Aufreinigung. Alle eingesetzten forward Pri-
mer verfügten an ihren 5’-Enden über eine CACC-Flankierung. Diese ermöglicht an-
schließend die Klonierung in das eingesetzte TOPO-Vektoren-System mittels Bindung 
des GTGG-Überhanges im Vektor. Hinter dieser Sequenz findet sich ebenfalls in jedem 
der Primer eine ATG-Sequenz, welche das Startcodon für die Expression der Tran-
skripte bildet. 
 
Da die Sequenzen von SS18-SSX1 und SS18-SSX2 eine große Homologie aufweisen, 
wurden gleiche Primerpaare eingesetzt.  
 
Primer-Sequenzen 
















Lösungen und Materialien 
Bezeichnung  Hersteller 
QIAquick® Spin  Qiagen 




Die Durchführung der PCR-Amplifikation sowie der Agarose-Gelelektrophorese erfolgte 
analog zu dem in Kapitel 4.6 beschriebenen Verfahren.  
 
Zur Isolierung der DNA-Inserts wurde das QIAquick® Spin PCR Purification Kit verwen-
det (Qiagen). Alle aufgeführten Materialen wurden dem Kit entnommen. Die jeweiligen 
DNA-Banden wurden unter UV-Licht manuell herausgeschnitten und für 10 min bei 
50 °C mit dem 3-fachen Volumen Puffer QG inkubiert, um das Agarose-Gel aufzulösen. 
Da der pH zur optimalen Absorption in den Absorptionssäulen bei 7,5 liegt, ist es wichtig 
diesen falls abweichend auszugleichen. Im Anschluss wurde der Lösung Isopropanol in 
einem Verhältnis von 100 µl zu 100 mg Ausgangsgewicht des Gelstreifens zugefügt. 
Das gesamte Volumen der Lösung (max. 800 µl in einem Durchgang) wurde anschlie-
ßend auf die im Kit mitgelieferten Absorptionssäulen gegeben und bei 13.000 rpm für 
eine Minute zentrifugiert, der Durchfluss verworfen. Im Anschluss hieran wurden die 
Säulen mit 0,5 ml Puffer QG bei 13.000 rpm für eine Minute ausgewaschen. Die Säulen 
wurde nun für 2 min in 0,75 ml Puffer PE inkubiert und anschließend für eine Minute bei 
13.000 rpm zentrifugiert. Die Säulen konnten nun für eine Minute in Puffer BE inkubiert 
werden und die DNA für eine Minute bei 13.000 rpm herunterzentrifugiert werden. Die 
eluierte Inserts wurde bei -20 °C gelagert 
 
 
2.4.3  Die Erstellung des Entry-Vektors 
Die TOPO-Klonierung der Inserts in den Entry-Vektor (pENTRTM/D-TOPO®, Invitrogen) 
erfolgte strikt nach Herstellerangaben. Die so erstellten Vektoren konnten anschließend 
in E. coli (One Shot® Top 10 Chemically Competent E. coli, Invitrogen) transformiert 
werden. Das Vektorensystem kodiert neben den klonierten Inserts einen Kanamycin-
Resistenz Faktor. Durch Inkubation mit Kanamycin konnten transformierte E. coli-Klone 
selektioniert werden. Die kompetenten Klone wurden anschließend kultiviert und die 
Entry-Vektoren isoliert. 
 
Das Prinzip der TOPO-Klonierung liegt in dem direktionalen Einbau von PCR-Produkten 
mit CACC-Überhängen in den durch Topoisomerase I freigelegten GTGG-Überhang im 
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Vektor. Topoisomerase I bindet spezifisch an CCCTT-Sequenzen der Klonierungs-Site 
der Vektoren und ist in der Lage mittels Hydrolyse der Basen am 3’-Ende der CCCTT-
Sequenz eines Stranges den GTGG-Überhang des Reverse-Stranges freizulegen. So-
mit ist der streng unidirektionale Einbau der gewonnenen DNA-Inserts mit CACC-Über-
hang möglich (siehe Abbildung 5). 
 
Abb. 5: Schematische Darstellung des eingesetzten pENTRTM/D-TOPO®-Vektors von 
Invitrogen. Zu erkennen sind unter anderem die TOPO-Rekombinationssite sowie der 
Kanamycin-Resistenzfaktor (Abbildung aus: Handbuch zu pENTRTM Directional TOPO® 
Cloning Kits, Invitrogen). 
 
 
Lösungen und Materialien 
Bezeichnung  Hersteller 
pENTRTM/D-TOPO® Cloning Kit Invitrogen 
One Shot® Top 10 Chemically  Invitrogen 
Competent E. coli 













































Vier µl PCR-Produkt (DNA-Inserts: SS18-SSX1, SS18-SSX2, SS18, SSX1 und SSX2) 
wurden mit 1 µl der im Kit enthaltenen Salz-Lösung und ddH2O auf ein Volumen von 5 µl 
aufgefüllt. Anschließend wurde 1 µl der pENTRTM/D-TOPO®-Lösung zugefügt. Das Mi-
schungsverhältnis aus Vektor und DNA-Inserts sollte dabei ein Verhältnis von 0,5:1 bis 
2:1 aufweisen. Die Lösung wurde anschließend bei Raumtemperatur für 10 min inkubiert 
und die Reaktion auf Eis abgestoppt. In der Zwischenzeit wurden mit 50 µg/ml Ka-
namycin behandelte Agarplatten sowie das S.O.C. Transformationsmedium auf Raum-
temperatur gebracht. Pro eingesetzter Agarplatte wurde ein Ansatz der im One Shot® 
Top 10 Chemically Competent E. coli fraktionierten E. coli auf Eis aufgetaut. Zu diesen 
Ansätzen wurden nun 2 µl des Transformationssansatzes zugefügt und für 30 min auf 
Eis inkubiert. Die Reaktion wurde anschließend für 30 s im 42 °C Wasserbad abge-
stoppt und die Suspension unmittelbar für 2 min auf Eis gelagert. Zu jedem Ansatz wur-
den nun 250 µl S.O.C. Medium beigefügt und die Lösung für 60 min bei 37 °C inkubiert. 
Pro Agarplatte wurden daraufhin 20 bis 100 µl der Bakteriensuspension aufgetragen. 
Die Kultivierung der Platten erfolgte bei 37 °C im Brutschrank.  
 
Die Durchführung der Selektion erfolgreich transformierter E. coli und die Isolierung der 
Plasmide zur Rekombination mit dem Destination-Vektor ist Kapitel 2.4.5 zu entnehmen. 
 
 
2.4.4  Rekombination und Klonierung des Destination-Vektors 
Zur Erstellung der Destination-Vektoren (pT-REx-DEST GatewayTM, Invitrogen) wurden 
die, wie in Kapitel 4.4.3 beschrieben, gewonnenen pENTRTM/D-TOPO Vektoren einge-
setzt. Prinzip der Rekombination ist der Einbau von DNA-Inserts eines Entry-Vektoren in 
einen Destination-Vektor (siehe Abbildung 6). Die Rekombinationssite (ccdB-Gen) des 
Destination-Vektors ist durch eine attR1- und eine attR2-Site flankiert. Durch Inkubation 
des Entry-Vektors und des Destination-Vektors mit einer Clonase (LRTM Clonase, Invit-
rogen) wird das ccdB-Gen über Ligation der korrespondierenden attL1- und attL2-Sites 
des Entry-Vektors durch das DNA-Inserts unidirektional ersetzt. 
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Die Selektion der erfolgreich transformierten E. coli-Klone gelingt mittels Inkubation mit 
Ampicillin aufgrund der Expression eines Ampicillin-Resistenz-Faktors. Darüber hinaus 
verfügen dieser Vektor über ein Neomycin-resistenz-Gen, welches die Selektion der 
transformierten TREx-293-Zellen mittels Geneticin erlaubt. Geneticin ist ein Zellgift so-
wohl für prokaryote als auch eukaryote Zellen. Als Aminogylkosid interagiert es mit der 
Proteinbiosynthese und ist eng mit Neomycin, Gentamycin und Kanamycin verwandt. 
Die Expression des Aminoglycosid-Phosphotransferase-Gens bildet einen Resistenzfak-
tor auf die zytotoxische Wirkung der Aminoglykoside. Erfolgreich transformierten TREx-
293-Zellen können somit isoliert werden. 
 
Der eingesetzte pT-REx-DEST GatewayTM Destination-Vektor verfügte über zwei Tetra-
cyklin-induzierbare CMV-Promoter-Sites (TetO2), welche die Expression der SS18-
SSX1-, SS18-SSX2-, SS18, SSX1- und SSX2-Inserts steuern.  
 
Die so erstellten Destination-Vektoren wurden anschließend in E. coli transformiert (One 











Abb. 6:  Schematische Darstellung des eingesetzten pT-REx-DEST GatewayTM Desti-
nation-Vektors von Invitrogen. Zu erkennen sind unter anderem die TOPO-Rekombina-
tionssite sowie der Ampicillin-Resistenzfaktor (Abbildung aus: Handbuch zu pT-REx-
DEST GatewayTM Directional TOPO® Cloning Kits, Invitrogen). 
 
Lösungen und Materialien 
Bezeichnung  Hersteller 
pT-REx-DEST GatewayTM Vector Kit Invitrogen 
One Shot® Top 10 Chemically  Invitrogen 
Competent E. coli 
S.O.C. Medium Invitrogen 
 
Durchführung 
Alle Versuchsschritte erfolgten streng nach Herstellerprotokoll und mit den vom Herstel-
ler bereit gestellten Lösungen und Materialien. Für die Rekombination wurden 50 bis 
150 ng des Entry-Vektors, 1 µl pT-REx-DEST GatewayTM Destination-Vektor-Lösung 
(entsprechen 150 ng) sowie 2 µl LR Clonase II inkubiert und die Lösung auf ein Endvo-
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lumen von 10 µl mit TE Puffer aufgefüllt. Nach 2 h auf 25 °C wurde die Reaktion durch 
Zugabe von 1 µl Proteinkinase K bei 37 °C für 10 min abgestoppt.  
 
Die Transformation der E. coli erfolgte analog zu Kapitel 3.4.3. Einzige Ausnahme hier-
von stellte die Selektionierung der kompetenten Klone mittels Ampicillin dar. Die Ampicil-
lin-Konzentration pro Agarplatte betrug 100 µl/ml. 
 
 
2.4.5  Selektion der transformierten E. coli-Bakterien sowie Plasmid-Aufreinigung 
Ziel der Selektion der transformierten E. coli-Bakterien sowie der Plasmid-Aufreinigung 
ist die Isolierung der rekombinanten Entry- und Destination-Vektoren. Zur Isolierung der 
erfolgreich transformierten E. coli enthalten beide Vektorsysteme Resistenzfaktoren für 
Antibiotika. Durch Inkubation mit dem jeweiligen Antibiotikum können so die transfor-
mierten Klone isoliert werden. 
 
Lösungen und Materialien 
Bezeichnung  Hersteller 
PureLINK HiPure®  Invitrogen 
Plasmid Filter Purification Kit 
 
Durchführung 
Die Durchführung der Selektion und Plasmid-Aufreinigung erfolgte für beide Vektorsys-
teme in gleicher Weise.  
 
Mit einer gelben Pipettenspitze wurden die angewachsenen E. coli-Kolonien aufgenom-
men und in 5 ml LB-Medium mit Zugabe von Antibiotika (Ampicillin 100 µl/ml bzw. Ka-
namycin 50 µl/ml) zu einer Vorkultur im Inkubationsschrank bei 37 °C herangezogen. 
Die Überprüfung des Erfolges der Transformation erfolgte darüber hinaus mittels PCR 
und Gelelektrophorese (siehe Kapitel 3.6). Von dieser Vorkultur wurden jeweils 1 ml in 
200 ml LB-Hauptkultur überführt und im Inkubationsschrank bei 37 °C unter Zugabe von 
Antibiotika über Nacht kultiviert. Die kultivierte Bakteriensuspension wurde anschließend 
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bei 5.000 x g und 4 °C für 10 min zentrifugiert. Das gewonnene E. coli-Pellet wurde an-
schließende für die Plasmid-Isolierung eingesetzt. 
 
Die Plasmid-Isolierung erfolgte mit Hilfe des PureLINK HiPure® Plasmid Filter Purifica-
tion Kits von Invitrogen. Alle eingesetzten Lösungen und Materialien wurde dem Kit ent-
nommen. Vor Beginn der Isolierungsschritte mussten die Filtrations-Säulen mit Equilibri-
um Puffer vorbereitet werden. Das zuvor gewonnene Pellet wurde in 10 ml Resus-
pension Puffer und RNase A bei 4 °C resuspendiert, in ein 50 ml Falcon-Röhrchen über-
führt und mit 10 ml Lysis Puffer für 5 min inkubiert. Anschließend wurden der Suspensi-
on 10 ml Precipitation Puffer zugefügt und die vorsichtig gemischte Lösung auf die vor-
bereiteten Filtrations-Säulen gegeben. Der Schwerkraft nach kam es nach 10 bis 15 min 
zu einer Filtration der Lösung innerhalb der Säulen. Die Säulen wurden anschließend 
mit Waschpuffer gewaschen und der Durchfluss verworfen. Die in der Filtrationssäule 
gebundenen Plasmide wurden nun über einem frischen 50 ml Falcon-Röhrchen mit 15 
ml Elution Puffer ausgewaschen. Zur Ausfällung der DNA wurden der Lösung 10,5 ml 
Isopropanol zugefügt. Nach 2 min bei Raumtemperatur wurde die Lösung bei 4 °C und 
15.000 x g für 30 min zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das DNA-Pellet wurde 
anschließend in 5 ml 70 % Ethanol-Lösung resuspendiert und die Suspension für 5 min 
bei 15.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das gewonnene Pellet konnte nun bei Raumtem-
peratur getrocknet werden und in 50 µl Elution Puffer aufgenommen werden. Die DNA-
Konzentration wurde mittels Nanodrop bestimmt.  
 
 
2.4.6  Expression der Inserts in pT-REx-293-Zellen 
Zur Untersuchung der funktionellen Rolle der SS18-SSX-Expression in den Tumorzellen 
nutzten wir ein Modell aus humanen TREx-293-Zellen (Invitrogen) in denen wir unter 
Zuhilfenahme des pT-REx DEST30 Gateway Expression Systems (Invitrogen) die Fusi-
onsproteine SS18-SSX1 und SS18-SSX2 exprimierten. Die Selektion der erfolgreich 
transfizierten pT-REx-293-Zellen erfolgte durch die Zugabe von zytotoxischem Geneticin 
durch Expression des Neomycin-Resistenz-Gens. Darüber hinaus verfügte der Destina-
tion-Vektor über zwei Tetracyklin-induzierbare CMV-Promoter-Sites (TetO2), welche die 
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Expression der SS18-SSX1-, SS18-SSX2-, SS18, SSX1- und SSX2-Inserts steuern. Un-
ter Hinzugabe von Tetracyklin kann somit die Expression der Inserts induziert werden. 
 
Lösungen und Materialien 
Bezeichnung  Hersteller 
T-REx-293-Zellen Invitrogen   
pT-REx/GW30/lacZ Vector Invitrogen 
DMEM Invitrogen 
Opti-MEM I Invitrogen 
Lipofectamine 2000 Invitrogen 




Die Herstellung der Expressionsvektoren zur Transfektion in die T-REx-293-Zellen (Des-
tination-Vektoren) erfolgte wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben. Als Kon-
trolle diente der β-Galactosidase exprimierende pT-REx/GW30/lacZ Vektor von Invitro-
gen. Am Vortag der Transfektion wurden 6-well-Platten mit jeweils 150.000 T-REx-293-
Zellen beimpft und in 2 ml 10%igem FBS DMEM Medium kultiviert. Unmittelbar vor der 
Transfektion wurden pro 6-Well 2,5 µg der Expressionsvektoren in 250 µl Opti-MEM I-
Medium gelöst. In einem zweiten Ansatz wurden 4 µl Lipofectamin 2000 mit 250 µl Opti-
MEM I-Medium vermischt. Die beiden Ansätze wurden unter vorsichtigem auf- und ab-
pipettieren zusammengeführt und für 20 min inkubiert. Die gesamte Lösung wurden an-
schließend jeweils in ein 6-well pipettiert. Sechs Stunden später, erfolgte ein Medium-
wechsel auf 2 %-FBS-DMEM. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen un-
ter Zugabe von 1 mg/ml Geneticin (G418) 6 Wochen selektiert. Die Expression der Vek-




2.5  Proteinanalysen 
2.5.1  Gewinnung von Proteinlysaten 
Für die Westernblotanalysen (siehe Kapitel 2.6) erfolgte die Proteingewinnung wie folgt: 
 
Lösungen und Materialien 
Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller 
Proteinlysepuffer Tris base 50 mM Sigma-Aldrich 
 NaCl 120 mM Sigma-Aldrich 
 Nonidet P-40 0,5 % Sigma-Aldrich 
 PMSF 1 % Sigma-Aldrich 
 Aprotonin 0,1 % Sigma-Aldrich 
 NaF 0,025  % Sigma-Aldrich 
 ddH2O  
 
Durchführung 
Nach der dem jeweiligen Versuchsaufbau entsprechenden Vorbehandlung wurden die 
Zellen zweimalig vorsichtig mit PBS gewaschen und mittels einer adäquaten Menge des 
Proteinlysepuffers (50-100 µl) auf Eis lysiert, nach 30-minütiger Inkubation mit einem 
Gummispatel (Invitrogen) abgetragen und die Zellbruchstücke mit 15.000 x g über 15 
min bei 4 °C abzentrifugiert. Der abgenommene zellfreie Überstand wurde anschließend 
bei -20 °C in 1,5 ml Mikroreaktionsgefäßen (Eppendorf) gelagert.  
Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte mittels Bestimmung der Farb-
absorption im Photospektrometer nach Zugabe von Bradford-Lösung entsprechend den 
Herstellerangaben (1:5 Verdünnung in ddH2O) (Bio-Rad). Die Bestimmung erfolgte in 
96-Loch Kulturplatten in Triplikaten.  Die Messung der Absorption im Photospektrometer 
erfolgte bei einer Wellenlänge (λ) von 595 nm. Als Referenzwerte diente eine Protein-





2.5.2  Proteinanalysen im Westernblot 
Für die Westernblot-Analysen wurden die folgenden Primär- und Sekundärantikörper 
eingesetzt.  
 
Antikörper Klonalität Abstammung Hersteller Konzentration 
Anti-SRC* monoklonal Maus Santa Cruz Biotech. 1:2000 
Anti-p-(Tyr416)-SRC polyklonal Kaninchen Cell Signaling Tech. 1:1000 
Anti-p-(Tyr527)-SRC polyklonal Kaninchen Cell SignalingTech. 1:1000 
 
Anti-PTP1B monoklonal Kaninchen abcam 1:500 
Anti-CSK polyklonal Kaninchen abcam 1:500 
 
Anti-β-Actin* monoklonal Maus Sigma-Aldrich 1:10000 
 
Anti-Akt  polyklonal Kaninchen Cell Signaling Tech. 1:1000 
Anti-p-Akt (Ser473) polyklonal  Kaninchen Cell Signaling Tech. 1:1000 
Anti-FAK  polyklonal Kaninchen Cell Signaling Tech. 1:1000 
Anti-p-FAK  polyklonal Knainchen Cell Signaling Tech. 1:1000 
(Tyr576/577)  
Anti-IGF-I R β  polyklonal Kaninchen Cell Signaling Tech.  1:1000 
Anti-p-IGF-I  polyklonal Kaninchen Cell Signaling Tech. 1:1000 
R β (Tyr1131)   
Anti-p44/42 MAPK  ployklonal Kaninchen Cell Signaling Tech. 1:1000 
Anti-p-p44/42 MAPK  polyklonal Kaninchen Cell Signaling Tech. 1:1000 
(Thr202/Tyr204)  
Anti-STAT3  monoklonal Kaninchen Cell Signaling Tech. 1:1000 
Anti-p-STAT3  monoklonal Kaninchen Cell Signaling Tech. 1:1000 
(Tyr705)  
  
ECL Anti-Rabbit polyklonal Schaaf GE Healthcare 1:50000 
-IgG,* HRP-konj.   
ECL Anti-Mouse ployklonal  Affe GE Healthcare 1:50000 
-IgG,* HRP-konj. 
    




Lösungen und Materialien 
Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller 
HRP-Detektionsreagenz Amersham ECL GE Healthcare 
Laufpuffer  NuPAGE Running Buffer  Invitrogen 
 MOPS SDS   
Probenpuffer (4-fach) NuPAGE LDS sample buffer 90 % Invitrogen 
 NuPAGE reducing agent 10 % Invitrogen 
TBS (10-fach) NaCl 80,0 g Sigma-Aldrich 
 Tris Base 24,2 g Sigma-Aldrich 
 ddH2O 1000 ml 
 pH 7,6 
TBS-Tween 0,1 % TBS (einfach) Sigma-Aldrich 
 Tween 0,1 %  
Transferpuffer NuPAGE Transfer Buffer  Invitrogen 
Längenstandard NuPAGE Pre-stained  Invitrogen 
 Protein Ladder 
 
Blotmembran Nitrocellulose Membrane Pure  Bio-Rad  
 0,2 µm   
Blotkammer  xCell II Blot Module Invitrogen 
Laufgel NuPAGE Gel Bis-Tris 4-12 %  Invitrogen 
 1,0 mm x 15 well  
Laufmodul xCell Mini-Cell Sure Lock Invitrogen 
 
Durchführung 
In einem ersten Schritt wurden die homogenen Proteinlysate gleicher Konzentration in 
einer Menge von 10-20 µl mit 5 µl Probenpuffer versetzt und bei 95 °C für 5 min inku-
biert. Die Proben wurden anschließend in die Kammern des Laufgels pipettiert und im 
Laufpuffer bei einer Spannung von 200 V für 65 min aufgetrennt. Anschließend erfolgte 
der elektrophoretische Proteintransfer auf die Zellulosemembran in der Blotkammer bei 
30 V für 80 min. Die übertragenen Proteine wurden mit Ponceau S Lösung visualisiert 
und die Membran an den gewünschten Proteinlaufhöhen zurechtgeschnitten. Blot-
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membranen wurden mit 5%iger Magermilch-TBS-Tween-Lösung in 10 min blockiert. Die 
Membranen wurden anschließend über Nacht mit den in 5%iger Magermilch-TBS-
Tween- oder BSA-TBS-Tween-Lösung verdünnten Primärantikörpern bei 4-8 °C inku-
biert. Nach zweimaligem Waschen mit TBS-Tween wurden die Membranen zur Darstel-
lung der Primärantikörper mit Meerrettichperoxidase-konjugierten Anti-Maus-IgG- oder 
Anti-Kaninchen-IgG-Sekundärantikörpern für 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
Nach zwei weiteren Waschschritten zur Eliminierung der nicht gebundenen Antikörper 
wurden die Membranen mit Peroxidase-Reaktionslösung für eine Minute benetzt und zur 
Detektion der Lumineszenz-Reaktion zwischen Klarsichtfolie gebracht. Diese konnte 
anschließend mittels eines Röntgenfilms detektiert werden. 
 
  
2.5.3  Der Phospho-Kinase Array 
Zur Analyse des Aktivierungsmusters relevanter Tyrosinkinasen in Zellen synovialer 
Sarkome wurde der „Human Phospho-Kinase Anitbody Array“ von R&D Systems einge-




Sämtliche für diesen Versuch erforderlichen Reagentien sowie die Antikörpermembra-
nen waren Bestandteil des Human Phospho-Kinase Anitbody Array Kits, die Ausführung 
des Versuchs erfolgte entsprechend dem Herstellerprotokoll.  
1273/99- sowie HS-SY-II-Zellen wurden 48 Stunden in 10%igem FBS-Medium kultiviert. 
Anschließend wurden gemäß dem Herstellerprotokoll 1x107 Zellen/ml lysiert und bei 
14.000 x g für 5 min zentrifugiert. Die Antikörper-beschichteten Membranen wurden über 
Nacht mit den Proteinlysaten inkubiert und anschließend mit Waschpufferlösung gewa-
schen. Im Anschluss hieran wurden die Membranen mit den jeweiligen Antikörperlösun-
gen für 2 h Reaktionsschalen inkubiert und anschließend erneut mit Waschpufferlösung 
gewaschen. Die Antikörper-Antikörper-Bindung wurde nach 30-minütiger Behandlung 
mit Streptavidin-HRP-Lösung auf einem Röntgenfilm visualisiert. Die densitometrischen 
Analysen erfolgten mit der Bildverarbeitungssoftware ImageJ.  
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2.6  RNA-Analysen 
2.6.1  RNA-Extraktion und cDNA-Synthese 
Zur Isolierung von zellulärer RNA wurde eine Trizol-Reagenz verwendet. Die Versuchs-
durchführung erfolgte nach Herstellerprotokoll. Genomische DNA wurde mittels DNase 
verdaut. Die cDNA-Transkription erfolgte mittels reverser Transkriptase. 
 
Lösungen und Materialien 
Bezeichnung  Hersteller 
Trizol-Reagenz Invitrogen 
Chloroform  Merck 
Isopropanol KMF 
Ethanol, 75%ige Lösung KMF 
DEPC (0,1 %)-ddH2O Sigma 
 
SuperScript™ III Reverse Transcriptase Invitrogen 
Zufallsprimer, Random Hexamers  Invitrogen 
(50 µM)  
 
Durchführung 
Durch herabzentrifugieren (800 rpm, 3 min) wurden aus den in Medium suspendierten 
Zellen Pellets gewonnen. Die Pellets wurden in 500 µl Trizol-Reagenz gelöst. Anschlie-
ßend wurden 100 µl Chloroform zugegeben, die Suspension geschüttelt und für 2 min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Bei 12000 x g und 4 °C wurden die Rückstände für 15 
min herabzentrifugiert. Zur Ausfällung der RNA wurde die obere, klare, Phase vorsichtig 
abpipettiert und mit 250 µl Isopropanol für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lö-
sung wurde erneut bei 4 °C und 12000 x g für 10 min zentrifugiert, der Überstand ver-
worfen und das RNA-Pellet in Ethanol-Lösung gewaschen. Die Lösung wurde anschlie-
ßend bei 7500 g und 4°C für 5 min zentrifugiert. Das Ethanol wurde verworfen und nach 
dem Trocknen wurde das Pellet in 10 µl DEPC-ddH2O resuspendiert. 
Die Bestimmung der RNA-Konzentration und Reinheit erfolgte im Photospektrometer 
(Wellenlänge: 260 nm bzw. 280 nm). 
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Zur Synthese der cDNA wurde das SuperScript™ III Reverse Transcriptase System von 
Invitrogen verwendet. Alle Materialen wurden dem Kit entnommen und es wurde streng 
nach Herstellerprotokoll gearbeitet. 250 bis 500 ng RNA wurden mit 50 bis 250 ng Zu-
fallsprimer inkubiert. Die Lösung wurde mit DEPC-ddH2O auf ein Gesamtvolumen von 
13 µl aufgefüllt und für 5 min bei 65 °C inkubiert. Die Reaktion wurde anschließend auf 
Eis gestoppt. Durch eine kurze Zentrifugation wurde der Inhalt am Boden des Röhr-
chens gesammelt. Zur reversen Transkription wurde der Lösung 4 µl 5-fach PCR-Puffer, 
1 µl  rekombinanter RNase Inhibitor, 1 µl 0,1 M DTT, 1 µl reverse Transkriptase (200 U/l) 
zugegeben und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, anschließend bei 50 °C für 60 
min. Um die Transkription zu stoppen, wurde die Lösung bei 70 °C für 15 min erhitzt. 
Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20 °C. 
 
 
2.6.2  Analyse der RNA-Expression mittels Polymerase-Kettenreaktion und Gel-
elektrophorese 
Zur Evaluierung der Wirkung der Fusionsproteine auf die Expression von IGF-2 im Sy-
novialsarkom-Tumormodell (siehe Kapitel 2.3) wurde die RNA-Transkription der vier un-
terschiedlichen Transkripte des IGF2 Gens in Abhängigkeit der Promotoren P1-4 unter 




Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller 
PCR-Gerät Thermoblock Cycler Biometra 
PCR-Ansatz ad 50 µl 0,4 µl FastStart Taq DNA Polymerase (5 U/l) Roche 
für IGF2-Transkripte 1 µl dNTPs   Roche  
 (dATP, dGTP, dCTP, dTTP; 200 µmol/l)  
 5 µl 10 x PCR Puffer Roche  
 4 µl MgCl2 (25 mM) Roche 
 5 µl 10 x Forward-Primer (10 µM) 
 5 µl 10 x Reverse-Primer (10 µM) 
 ddH2O ad 50 ml 
PCR-Ansatz ad 10 µl  0,1 µl FastStart Taq DNA Polymerase (5 U/l) Roche 
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Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller 
für 28S-RNA-Transkr. 0,2 µl dNTPs   Roche  
 (dATP, dGTP, dCTP, dTTP; 200 µmol/l)  
 1 µl 10 x PCR Puffer Roche 
 0,8 µl MgCl2 (25 mM) Roche 
 0,5 µl 10 x Forward-Primer (10 µM) 
 0,5 µl 10 x Reverse-Primer (10 µM) 
Elektrophoresekammer Mighty Brighty  Hoefer 
Agarosegel  LE GP Agarose Biozym 
 Ethidiumbromid 10 µl Roth 
 ddH2O ad 100 ml 
TBE-Puffer (10-fach) Tris-Base 108 g/l Sigma 
 EDTA (0,5 M) 40 ml Invitrogen 
 Borsäure 55 g/l Sigma 
 ddH2O ad 1 l 
Ladepuffer (5:2) Ficoll Typ 400 (15 %) Sigma 
 Bromphenolblau (0,25 %) Sigma 
 Xylencyanol (0,25 %) Merck 
Längenstandard 10 bp DNA Ladder NEB 
 
Primer-Sequenzen 
Forward-Primer mit folgenden Sequenzen kamen zum Einsatz (Fragmentlänge):  
IGF2-P1: 5’-GCTCCCAGAACTGAGGCTGG-3’ (147 bp) 
IGS2-P2: 5’-TGCCACAGAGCGTTCGATCG-3’ (158 bp) 
IGF2-P3: 5’-GCTGTTCGGTTTGCGACACG-3’ (144 bp) 
IGF2-P4: 5’-GCTTCTCCTGTGAAAGAGAC-3’ (174 bp) 
28S: 5’-CCCAGTGCTGAATGTCAA-3’ (130bp) 
 
Reverse-Primer mit folgender Sequenz kam zum Einsatz: 
IGF2-P1;-P2;-P3;-P4: 5’-GCGGTAAGCAGCAATGCAGC-3’ 




Das Volumen des PCR-Ansatzes für die IGF2-Amplifizierung von 50 µl setzte sich wie 
oben beschrieben zusammen. Die Gesamtmenge an cDNA pro Ansatz betrug 100 bis 
250 ng. Die Amplifikation erfolgte auf einem Thermoblock Cycler (Biometra) unter fol-
genden Bedingungen: Denaturierung für 4 min bei 95 °C, 40 Zyklen à 30 s bei 95 °C, 30 
Sekunden bei 55 °C, 40 s bei 72 °C, Extension für 7 min bei 72 °C. 
Das Volumen des PCR-Ansatzes für die 28S-RNA-Amplifizierung von 10 µl setzte sich 
wie oben beschrieben zusammen. Die Amplifikation erfolgte auf einem Thermoblock 
Cycler (Biometra) unter den folgenden Bedingungen: Denaturierung für 4 min bei 95 °C, 
25 Zyklen à 30 Sekunden bei 95 °C, 30 s bei 60 °C, 30 s bei 72 °C, Extension für 7 min 
bei 72 °C. 
 
Die Beladung der Geltaschen erfolgte mit 1 Anteil PCR-Produkt in äquimolarer cDNA-
Konzentration und 1 Anteil Ladepuffer sowie einem Längenstandard. Die Gelelektropho-
rese erfolgte bei 120-200 V für 10-30 min.  
 
 
2.7  IGF-2-Stimulationsversuch 
Zur Bestimmung des Einflusses des Insulin-like growth factor Systems auf die Aktivie-
rung von SRC wurden Synovialsarkomzelllinen mit dem IGF-1R-Liganden IGF-II stimu-
liert. 
 
Lösungen und Materialien 
Bezeichnung  Hersteller 
Recombinant Human IGF-II R&D Systems  
 
Durchführung 
Am Vortag des Versuches wurden 1273/99, FUJI und CME-1 Zellen in 12-well-Platten 
ausgesät, so dass am Tag des Versuches eine Dichte von 60-70 % vorlag (Gesamtzell-
zahl: CME-1: 1,5x105, FUJI: 3x105, 1273/99: 3x105). Nach 4-stündigem Aushungern der 
Zellen mit FBS-freiem Medium erfolgte die Inkubation mit 200 ng/ml rekombinantem 
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humanen IGF-II für 30 min. Die behandelten Zellen wurden anschließend lysiert und mit-
tels Western-Blot analysiert (siehe Kapitel 2.6). 
 
 
2.8  Allgemeines zur Behandlung mit Dasatinib  
Lösungen und Materialien 
Bezeichnung Hersteller 




Für Westernblot-Analysen der mit Dasatinib behandelten Zellen wurden diese 48 h zu-
vor in 6-well Platten (Corning) mit 2%igem FBS-Medium so ausgesät, dass am Behand-
lungstag eine ca. 60%ige Konfluenz vorlag (Gesamtzellzahl: CME-1: 3x105, SYO-1: 
5x105, 1273/99: 6x105, FUJI: 6x105). Es erfolgte die Inkubation der Zellen mit steigen-
den Konzentrationen Dasatinib von 0,0 µmol/l (Kontrolle) bis 10 µmol/l für 60 min. Die 
Konzentration des Lösungsmittels DMSO wurde in allen Ansätzen konstant gehalten. 
Eine Konzentration von 0,1 % DMSO wurde nicht überschritten.  
 
 
2.9  siRNA-Knockdown 
Zur Kontrolle des spezifischen Effektes von Dasatinib auf SRC in Zellen Synovialer Sar-
kome wurde als alternativer Ansatz die Expression des Proteins mittels „small interfering 
RNA“ (siRNA) inhibiert.  
Um den Einfluss des Insulin-like growth factor-Signalweges auf die Aktivität der SRC-








Lösungen und Materialien 
Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller Konzentration 
SRC siRNA-Triplet Stealth RNAi Invitrogen 1:10 
 HSS186080  
 HSS186081  
 HSS186082 




Kontroll siRNA Block-iT Alexa Fluor Red Invitrogen 1:10 
Transfektionsmedium Opti-MEM I Invitrogen 
 10 % FBS Invitrogen 
Transfektionsreagenz Lipofectamine RNAiMAX Invitrogen 
RNase freies Wasser  DEPC Treated Water Invitrogen 
 
Durchführung 
Vierundzwanzig Stunden vor der Transfektion wurden die Zellen in 25 cm3 Zellkulturfla-
schen in 10%igem FBS-Medium ausgesät, sodass sie zum Zeitpunkt der Transfektion 
eine Dichte von ca. 30-60 % aufwiesen (Gesamtzellzahlen: SYO-1: 4x105, CME-1: 
2,5x105, 1273/99: 4x105, FUJI: 4x105). Die Transfektion erfolgte stets mit 60 pmol Ge-
samt-siRNA eines SRC-spezifischen siRNA Triplets bzw. einer unspezifischen Kontroll-
siRNA pro Flasche. Die siRNAs wurden zuvor in 500 µl Transfektionsmedium gelöst. 
Die gelösten siRNAs anschließend mit in 1000 µl Transfektionsmedium diluiertem Lipo-
fectamin RNAiMax (15 µl) 15 min. inkubiert. Das Medium der Kulturflaschen wurde im 
Folgenden abgesaugt und durch 5000 µl frisches 10%iges FBS-Medium ersetzt. Zu je-
der Kulturflasche wurden 1000 µl  des Transfektionsansatzes zugegeben. Vierundzwan-
zig Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mittels Trypsin-EDTA (Invitrogen) 
aus ihrem Verbund gelöst und für die Proliferationsuntersuchungen sowie Western-Blot-
Analysen ausgesät. Die Transfektionseffizienz wurde am Kontroll-siRNA-transfizierten 
Ansatz fluoreszenzmikroskopisch verifiziert. Zur Kontrolle des effektiven Protein-
Knockdowns mittels Westernblot-Analysen wurden die Zellen 72 h nach Aussaht lysiert 
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und nach Protokoll weiter verfahren (siehe Kapitel 2.6). Die Behandlung der Zellen für 
die Proliferationsuntersuchungen erfolgte nach Protokoll (siehe Kapitel 2.9). 
 
 
2.10  Proliferations- und Apoptoseuntersuchungen 
2.10.1  Proliferationsuntersuchungen 
Zur Beurteilung der Vitalität der mit Dasatinib, Chemotherapeutika oder siRNA behan-
delten Zellen  wurden kolorimetrische Untersuchungen mittels des „Cell Proliferation Kit I 
(MTT)“ (Roche) durchgeführt. Dieses basiert auf der Metabolisierung eines gelben Tet-
razolium-Farbstoffes (MTT) zu blauem, wasserunlöslichem Formazan durch vitale Zellen. 
Die Farbintensität wurde im Photospektrometer (Thermo) ausgelesen.  
 
Anzahl der ausgesäten Zellen pro Loch der 96-Loch Platte  







Für die Proliferations-Analysen unter Therapie mit Dasatinib wurden unbehandelte Zel-
len in 96-Loch Kulturplatten in 2%igem FBS-Medium in Triplets ausgesät (siehe Kapitel 
2.8). Die Zellen wurden am Folgetag mit einer aufsteigenden Konzentrationsreihe von 
0,0 µmol/l (Kontrolle) bis 10 µmol/l Dasatinib behandelt.  
Für die Proliferationsanalysen unter „siRNA-Knockdown“ von SRC wurden Triplets 
transfizierter Zellen in 96-Loch Kulturplatten in 2%igem FBS-Medium ausgesät (siehe 
Kapitel 2.9). Die Dichte des Zellrasens am Folgetag lag jeweils unter 60 %.  
Zur Untersuchung synergistischer oder additiver Effekte eines Zusammenwirkens von 
Dasatinib mit konventionellen Chemotherapeutika wurden 1273/99- und FUJI-Zellen in 
2%igem FBS-Medium ausgesät. Am Folgetag wurden die Zellen mit Vincristin (VCR), 
Doxorubicin (DOXO), Actinomycin-D (ACT-D) in einer aufsteigenden Konzentrations-
reihe von 0,0 ng/ml bis 100 ng/ml inkubiert; Die Ko-Inkubation mit Dasatinib wurde mit 
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Konzentrationen von 2,5 nmol/l für FUJI und 30 nmol/l für 1273/99 durchgeführt, diese 
Konzentrationen führten in Vorexperimenten zu einer Wachstumsinhibition von 20-30 %. 
Die Chemotherapeutika wurden seitens der Apotheke der Universitätsklinik Bonn zur 
Verfügung gestellt.  
 
Zweiundsiebzig Stunden nach Beginn der Behandlung erfolgte die Prozessierung der 
Zellen nach Herstellerprotokoll. In jede der Vertiefungen der 96-Well Platte wurden 10 µl 
der Reaktionslösung I pipettiert und über 4 h bei 37 °C inkubiert. Es folgte die Zugabe 
von 100 µl der Reaktionslösung II und die Inkubation für 24 Stunden bei 37 °C. Die Aus-
lesung der 96-Loch Platten im Spektrometer erfolgte bei einer Wellenlänge () von 550-
690 nm. Zur Datenauswertung wurde die prozentuale Veränderung der Lichtabsorption 
der behandelten Triplets zu den unbehandelten Kontrollen ermittelt. Dabei zeigt eine Ab-
nahme der Farbintensität eine verringerte Zellvitalität. 
 
 
2.10.2  Durchflusszytometrische Untersuchungen 
Zur Qualifizierung des Einflusses von Dasatinib auf die Zellvitalität führten wir durch-
flusszytometrische Analysen durch. Dabei diente das Level an „cleaved poly ADP ribose 
polymerase“ (cleaved PARP) als Apoptosemarker und der Nachweis von „phospho-
(Ser10)-histone H3“ (pHH3) als Mitosemarker. 
 
Antikörper Klonalität Markierung  Hersteller Konzentration 
Anti-cleaved  monoklonal Phycoerythrin BD Bioscience 1:20 
PARP   









Lösungen und Materialien 
Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller 
Fixierlösung 2 % Paraformaldehyd 4 % 500 µl Sigma-Aldrich 
 PBS 500 µl Invitrogen 
Permeabilisierungslösung Triton X100 0,25 % Sigma-Aldrich 




Achtzehn Stunden vor Behandlungsbeginn wurden 8x105 Zellen in 75 cm2 Kulturfla-
schen in 2%igem FBS-Medium ausgesät. Anschließend wurden die Zellen mit 0,1 µmol/l 
und 0,6 µmol/l Dasatinib für 48 h inkubiert. Die Zellen wurden dann trypsinisiert, in 
2%iger Paraformaldehyd-Lösung fixiert (10 min auf Eis), bei 4 °C abzentrifugiert (5 min, 
1200 rpm) und mit 1000 µl 0,25%iger Triton X-100-Lösung für 5 min auf Eis permeabili-
siert. Die Reaktion wurde dann mit 500 µl PBS abgestoppt und die Zellen bei 1200 rpm 
bei 4 °C für 5 min abzentrifugiert, der Überstand verworfen. Im Anschluss daran wurden 
die Zellen in einer 0,5%igen BSA-Lösung mit den beiden Antikörpern bei Raumtempera-
tur resuspendiert und simultan inkubiert. Nach Ablauf von 30 min erfolgte eine Färbung 
mit 500 µl  einer DAPI-PBS-Lösung in einer Konzentration von 10 µg/ml. Zwischen allen 
Einzelschritten wurden die Zellen mit PBS gewaschen.  
 
Die so behandelten Zellen wurden in einem 3-Laser LSR II Druchflusszytometer (BD 
Bioscience) analysiert. Die Messungen wurden in Triplikaten durchgeführt, wobei bei je-
der Einzelmessung mindestens 30.000 Ereignisse registriert wurden. Die generierten 
Daten wurden mit Hilfe der „FlowJoTM“ Software (Tree Star) ausgewertet. Die Untersu-
chungen wurden an SYO-1-, 1273/99- und CME-1-Zellen durchgeführt.  
 
 
2.10.3  Quantifizierung der Apoptoserate mittels DAPI-Färbung 
Als unabhängige Methode des Apoptosenachweises wurde eine mikroskopische Ana-
lyse mit 4’,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI; Sigma-Aldrich) gefärbter Zellkerne durch-
geführt.  
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Lösungen und Materialien 
Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller 
Fixierlösung 4 % Paraformaldehyd 4 % Sigma-Aldrich 
DAPI-PBS-Lösung (1 µl/ml) 4’,6-Diamidino-2-Phenylindol Sigma-Aldrich 
Eindeckmedium Fluoromount-GTM  Sigma-Aldrich 
Fluoreszenzmikroskop Leica DMLB  Leica 
 
Durchführung 
Wie vorbeschrieben ausgesäte und kultivierte Zellen wurden für 12 h mit 0,03 µmol/l 
sowie 0,3 µmol/l Dasatinib inkubiert. Die mittels kurzer Trypsinierung abgeernteten Zel-
len wurden samt Überstand in 500 µl PBS verdünnt und abzentrifugiert (4 min 3000 
rpm). Das Pellet wurde anschließend in einer 4%igen Paraformaldehyd-Lösung resus-
pendiert, für 10 min fixiert und erneut zentrifugiert (4 min, 3000 rpm). Das gewonnene 
Pellet wurde mit 500 µl PBS gewaschen, erneut zentrifugiert (4 min, 3000 rpm) und mit 
400 µl einer 1 µg/mL DAPI-PBS-Lösung inkubiert. Nach Zentrifugation (4 min, 3000 
rpm) wurden die Zellen erneut zweimal mit 500 µl PBS gewaschen und das Pellet in 20 
µl PBS resuspendiert. Die resuspendierten Zellen wurden in einem weiteren Schritt mit 3 
µl Menge „Fluoromount-GTM“ (Sigma-Aldrich) auf einen Objektträger aufgetragen. Der 
Versuch wurde in Zweifachansätzen durchgeführt. Mittels eines Fluoreszenzmikroskops 
wurden 300 Zellkerne gezählt. Als apoptotisch wurden Zellen klassifiziert, deren Zellker-
ne morphologisch eine Kondensierung und/oder Fragmentierung aufwiesen (siehe Ab-




















Abb. 7: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (40-fache Vergrößerung) DAPI-gefärb-
ter SYO-1 Zellen. Mit weißem Pfeil markierte Zellkerne zeigen eine Kondensation und 
Fragmentierung und wurden als apoptotisch klassifiziert. 
 
 
2.11  Zellmotilitäts- und Invasionsanalysen 
2.11.1  Untersuchung der Zellmotilität im „wound scratch assay“ 
Der sogenannte „wound scratch assay“ ist die einfachste Möglichkeit, die Motilität ma-
ligner Zellen unter Behandlung mit einer Substanz zu untersuchen.  
 
Durchführung 
Die Synovialsarkom-Zelllinien SYO-1 und CME-1 wurden am Vortag des Versuchs in 
12-Loch-Platten ausgesät, so dass sie am Versuchstag in einer konfluierenden Zell-
schicht wuchsen (Gesamtzellzahl: CME-1: 5x105, SYO-1: 10x105). Mit einer 100 µl Pi-
pettenspitze wurden in die Mitte jedes Wells ein gleichmäßiger Defekt in die Zellschicht 
eingebracht. Anschließend wurden jeweils Triplets mit Dasatinib behandelt. Unbehan-
delte Kontrollen wurden eingeschlossen. Mit einer Aufsichtmikroskopkamera (Zeiss) 
wurden zu den Zeitpunkten 0, 12 und 24 h Photographien der Defektzonen angefertigt.  
 
 
2.11.2  Motilitätsanalysen mittels Boyden- und Invasion-Chambers 
Zur Analyse des Migrations- und Invasionsverhaltens wurden die Zellen in Boyden-
Chambers ausgesät, deren Boden aus einer multipel perforierten Membran besteht. Die 
Durchmesser der Membranporen sind mit 8 µm so gewählt, dass sie für die Zellen eine 
Möglichkeit darstellen, aktiv hindurch zu migrieren. Um das Invasionsverhalten der Zel-
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len zu untersuchen ist die Membran in den Invasionsuntersuchungen zusätzlich mit ei-
ner Protein-Gelmatrix beschichtet, welche eine Basalmembran simuliert.  
 
Lösungen und Materialien 
Bezeichnung Kammerdiameter Porengröße Hersteller 
TranswellTM  6,5 mm 8 µm Corning 
Migrations-Kammer 
Matrigel Invasion ChamberTM 6,4 mm 8 µm BD Bioscience 
Invasions-Kammer 
Paraformaldehyd 4 %    Sigma-Aldrich 
Hämatoxylin-Ethanol 4 g/l   Sigma-Aldrich  
 
Durchführung 
Für beide Versuche galt ein analoges Versuchsprotokoll. Die Anzahl an benötigten Ver-
tiefungen einer 24-Loch-Kulturplatte wurden mit 500 µl FBS-Medium mit 10 % FBS 
Supplement gefüllt. Anschließend wurden die Migrations- und Invasionskammern in die 
gefüllten Wells gehängt und mit 150 µl einer Zellsuspension aus 2%igem FBS-Medium 
beschickt (Zellzahlen pro Kammer: CME-1: 2x104, SYO-1: 3,5x104, 1273/99: 7x104). Die 
Zellen wurden jeweils in Triplikaten ausgesät. Zum oberen Kompartiment wurde an-
schließend die Kontroll-DMSO-Lösung oder eine Dasatinib-Lösung (Endkonzentratio-
nen: 0,1 µmol/l, 0,3 µmol/l) hinzugefügt. Die Platten wurden 24 Stunden wie oben be-
schrieben bei 37 °C inkubiert. Nach 24 h wurden die Zellen im oberen Kompartiment, 
welche nicht durch die Membran migriert sind, mit einem Wattestäbchen entfernt. Nach 
Fixierung der Zellen durch Paraformaldehyd (500 µl im unteren Kompartiment und 100 
µl im oberen Kompartiment) wurden die Kammern zur Zellfärbung in einer Hämatoxylin-
Lösung inkubiert (500 µl im unteren Kompartiment und 100 µl im oberen Kompartiment). 
Zwischen den Einzelschritten wurden die Einsätze mehrfach in destilliertem Wasser ge-
waschen. Abschließend wurden die Membranen mit einem Skalpell von der Kammer 
getrennt und auf einen Objektträger aufgebracht. Die unter dem Mikroskop sichtbaren 
Zellen stellen den Anteil der Zellen dar, welche aktiv auf die andere Seite der Membran 
migriert sind. Zehn Gesichtsfelder wurden in 100 x Vergrößerung photodokumentiert 
und ausgezählt. Die Versuche wurden in Triplikaten durchgeführt.  
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2.11.3  Kolorimetrische Bestimmung der Aktivität der Rho-GTPasen 
Die kleinen GTPasen Rac1 und RhoA nehmen eine Schlüsselrolle in der Steuerung der 
Motilität humaner Zellen ein und können als Effektoren für die Versteifung des Zytoske-
letts (RhoA) oder die Zunahme der Zellmotilität (Rac1) analysiert werden (siehe Kapitel 
1.6). Wir untersuchten den Aktivierungsgrad der beiden GTPasen mit Hilfe zweier spezi-
fischer GTPasen-Aktivierungs-Tests. Das Prinzip der Versuche ist die Detektion der An-
tikörper-Bindung von aktiviertem Rac1 oder RhoA. Dies erfolgt durch die Bindung der 
aktivierten GTPasen über Domänen spezifischer Interaktionspartner, welche auf den 
Reaktionsplatten aufgeschichtet vorliegen. 
 
Lösungen und Materialien 
„CytoskeletonTM“ (G-LISA Rac1 Activation Assay Biochem Kit / G-LISA RhoA Activation 
Assay Biochem Kit).  
 
Durchführung 
Die Durchführung der Versuche erfolgte nach Herstellerangaben mit den vom Hersteller 
bereitgestellten Materialien. Für beide Versuche gilt ein analoges Protokoll. Sofern nicht 
anders benannt, wurden alle Arbeitsschritte auf Eis durchgeführt. 
2x105 CME-1-Zellen und 3,5x105 SYO-1-Zellen wurden in 6-Loch-Platten (Durchmesser 
34,8mm; Corning) ausgesäht, so dass nach 72 h eine Konfluenz von 60 % bis 70 % vor-
lag. Die Zellen wurden dann 20 min mit 0,1 µmol/l Dasatinib oder einer DMSO-Kontrolle 
inkubiert. Anschließend konnte von den derart behandelten Zellen Proteinlysate gewon-
nen werden. Diese wurden unmittelbar in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lage-
rung der Lysate erfolgte bei -80 °C. Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte 
unter Verwendung des im Kit mitgelieferten Bestimmungssystems im Photospektrometer 
bei einer Wellenlänge von 600 nm, die Proteinkonzentration lag entsprechend Herstel-
lerangaben zwischen 0,4 und 2 ng/ml.  
 
Fünfzig Mikroliter der eiskalten, homogenisierten Proteinlysate sowie der Positiv- und 
Negativ-Kontrollen wurden jeweils in ein Well der vorgesehenen 96-Loch-Platten pipet-
tiert. Die Inkubation erfolgte bei  4 °C für 30 min auf einem Schüttler (400 rpm). Nach 
zweimaligem Waschen mittels Wasch-Puffer bei Raumtemperatur (im Kit mitgeliefert) 
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erfolgt die Inkubation mit dem vorgesehenen „antigen presenting buffer“ für 2 min bei 
Raumtemperatur. Nach erneutem dreimaligen Waschen erfolgt die Zugabe des Pri-
märantikörpers für 45 min bei Raumtemperatur auf einem Schüttler (400 rpm). Die Wells 
wurden anschließend erneut in drei Schritten gewaschen und der HRP-konjugierte Se-
kundärantikörper bei Raumtemperatur für 30 min zupipettiert. Nach Zugabe von 50 µl 
der HRP-Reaktionslösung erfolgte die Messung der Absorption bei 490 nm im Photo-
spektrometer. Der Versuch wurde in Duplikaten durchgeführt.  
 
 
2.12  Xenotransplantate synovialer Sarkome und Therapie mit Dasatinib in vivo 
Zur Evaluierung des Effekts von Dasatinib auf Synovialsarkomzellen im Tiermodell wur-
den 5x106 SYO-1 Zellen subkutan in die Flanken fünf Wochen alter BALB/c Nackt-
Mäuse (Charles River Laboratories) inokuliert. Das Volumen der Tumoren wurde täglich 
ausgemessen (Länge x Höhe x Breite x π/6). Ab einem Volumen von 100 mm3 wurde 
die Behandlung mit Dasatinib begonnen. Dabei wurden an den Tagen 1-7 eine Dosis 
von 10 mg/kg Körpergewicht/d intraperitoneal injiziert. Die Dosis wurde, bei Fehlen uner-
wünschter Nebenwirkungen, an den Tagen 8-14 verdoppelt (20 mg/kg Körpergewicht). 
Die Tumorvolumina wurden unter Behandlung täglich bestimmt. Die Kontrollgruppe er-
hielt keine Dasatinib-Behandlung, sondern gewichtsadaptierte Dosen des Lösungsmit-
tels DMSO (2,05–4,10 ml/kg Körpergewicht).  
 
Die Mäuse wurden an Tag 15 des Versuchs durch Genickbruch getötet, und die Tumo-
ren explantiert. Das gewonnene Tumorgewebe wurde in Paraformaldehyd (Sigma-Ald-
rich) fixiert und anschließend in Paraffin eingebettet (Sigma-Aldrich). Immunhistoche-
mische Färbungen mit p-(Tyr416)-SRC, cleaved Caspase-3 (Asp175) (beide Cell Sig-
naling Technologies), p-(Ser10)-Histon H3 (Merck Milipore) wurden zur Beurteilung des 
Aktivitätszustandes sowie zur Berechnung des Proliferations- und Apoptoseraten durch-
geführt (siehe Kapitel 2.3).  
 
Die Tiere wurden nach gängigen nationalen und europäischen Standards im Mausstall 
des Instituts für Pathologie der Universität Bonn gehalten. Eine Genehmigung der Ver-
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suche durch die zuständigen Gremien an der Medizinischen Fakultät der Rheinischen 
Friedrich-Wilhelms-Universität Bonn lag vor (Antragsnummer: AZ 84-02.04.2012.A537).  
 
 
2.13  Statistische Tests 
Die statistische und graphische Auswertung der Daten erfolgte mit Prism 6 (Graph Pad). 
Das Streuungsmaß ist als Standardfehler (SEM: „standard error of a mean“) angegeben. 
Zur Signifikanztestung wurden stets ungepaarte zweiseitige t-Test angewendet. Ein Sig-
nifikanzniveau von unter 0,05 wurde als signifikant eingestuft. Dabei gelten folgende 
Abstufungen der Signifikanzniveaus: < 0,05: *, < 0,01: **, < 0,001: *** 
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3.  Ergebnisse 
3.1  Zellen synovialer Sarkome zeigen eine hohe Expression von aktiviertem SRC 
In den durchgeführten Phosphokinase-Untersuchungen erwies sich in den beiden unter-
suchten Zelllinien 1273/99 und HS-SY-II die SRC-Tyrosinkinase als die von allen 46 re-
präsentierten Kinasen am stärksten phosphorylierte (siehe Abbildung 8), wobei es sich 
bei der hier nachgewiesenen Phosphorylierungssite um das Aktivitäts-indizierende Tyro-
sin 416 handelt. 
In Westernblots der in die Studie eingeschlossenen Zelllinien FUJI, CME-1, 1273/99, 
SYO-1 und HS-SY-II zeigte sich eine deutliche, jedoch differentielle Phosphorylierung 
von SRC an Tyrosin 416 in allen Zelllinien synovialer Sarkome. CME-1 wies dabei das 
geringste Intensitätslevel von p-(Tyr416)-SRC auf. HS-SY-II wiesen bei hohem Niveau 







Abb. 8:  (A) Phosphokinasearrays der Zelllinien 1273/99 und HS-SY-II zeigen ein kräfti-
ges Signal der an Tyrosin 416 phosphorylierten SRC-Kinase. (B) Westernblot-Analysen 
von SRC und p-(Tyr416)-SRC in den Synovialsarkom-Zelllinien FUJI, HS-SY-II, 1273/99, 
CME-1 und SYO-1.  
 
 
3.2  Humane Synovialsarkome weisen ein erhöhtes Level von aktiviertem SRC auf  
In immunhistochemischen Untersuchungen an 30 Formalin-fixierten und in Paraffin-
eingebetteten Synovialsarkomen zeigten 73 % der untersuchten Tumoren eine moderat 
bis stark erhöhte Färbeintensität für p-(Tyr416)-SRC. Ein erhöhtes Level an p-(Tyr527)-
SRC war in 17 % der untersuchten Sarkome zu detektieren. Dreiundfünfzig Prozent der 
Fälle wiesen keine Phosphorylierung von SRC an Tyrosin 527 auf (siehe Tabelle 1), 
wobei hier ein Trend zu einer inversen Regulation angedeutet war.  
Eine Korrelation zwischen den differentiellen Phosphorylierungen der SRC-Kinase und 
















nicht nachgewiesen werden: 30 % der untersuchten Tumoren zeigten eine starke Ex-
pression von CSK, während 13 % ein erhöhtes Level an PTP1B aufwiesen (siehe Tabel-
le 1 und Abbildung 9). Auch in Westernblot-Analysen der Tumorzelllinien konnte keine 
Korrelation zwischen der Höhe der Expression der Kinase CSK beziehungsweise der 
Phosphatase PTP1B und den verschiedenen Phosphorylierungen von SRC festgestellt 
werden (Daten nicht abgebildet). 
 
Tab. 1: Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Färbungen für p-
(Tyr416)-SRC, p-(Tyr527)-SRC, PTP1B und CSK.  
 
   Anteil (in %)     
     
Expressionsmuster p-(Tyr416)-SRC 
p-(Tyr527)-
SRC CSK PTP1B 
stark 13 7 30 13 
moderat 60 10 17 37 
schwach 27 30 50 40 







Abb. 9: Immunhistochemische Färbungen eines biphasischen Synovialsarkoms mit kräf-
tiger Expression von p-(Tyr416)-SRC und CSK bei deutlich schwächerer Expression von 
p-(Tyr527)-SRC und der Phosphatase PTP1B (20-fache Vergrößerung). Nachweis der 
Antikörperbindung für p-(Tyr416)-SRC und p-(Tyr527)-SRC mit 3,3’-Diaminobenzidin 
und für CSK und PTP1B mit 3-Amino-9-Ethylcarbazol. 
 
 
3.3  Die Expression von SS18-SSX in TREx-293 führt zur Aktivierung von SRC 
Bei Expression von SS18-SSX1 und SS18-SSX2 in TREx-293 Zellen ließ sich im Wes-
ternblot eine Zunahme der Intensität des Signals für p-(Tyr416)-SRC nachweisen, wäh-
rend eine vergleichbare Regulation bei Expression von SSX1, SSX2 oder SS18 wie 
auch in der Vektorkontrolle nicht nachweisbar war. Das Level an basalem SRC blieb in 
allen Ansätzen konstant (siehe Abbildung 10). Die Protein-Expression von PTP1B und 










Abb. 10: Westernblotanalysen von (A) SRC und p-(Tyr416)-SRC sowie (B) PTP1B und 
(C) CSK unter stabiler Expression der Fusionstranskripte im T-Rex-293-Tumorzellmodell. 
 
 
3.4  Die Aktivierung von SRC in Synovialsarkomen ist abhängig von IGF-2 
Bei Expression von SS18-SSX1 und SS18-SSX2 ließ sich im T-REx-Tumorzellmodell 
eine Zunahme der Promoter P2- und Promoter P4-abhängigen Expression von IGF-2 
















Abb. 11: Promoter-abhängige IGF-2-Expression im Synovialsarkom-Zellmodell. Unter 
Expression von SS18-SSX1 und SS18-SSX2 kommt es zur Induktion Promoter P2- und 
P4-abhängiger IGF-2-Transkripte. 
 
Bei Stimulation der Zelllinien 1273/99, FUJI und CME-1 mit rekombinantem IGF-2 kam 
es zu einer Induktion der (aktivierenden) Phosphorylierung von Tyrosin 1131 des IGF-
1R. Bei gleichbleibender basaler SRC-Expression zeigte sich unter Stimulation mit IGF-
2 eine Zunahme p-(Tyr416)-SRC. Ebenso war die Zunahme der Phosphorylierung der 
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Abb. 12:  Unter IGF-2-Stimulation kommt es in 1273/99, FUJI und CME-1 zu einer Akti-
vierung der IGF-1-Rezeptor-Signalkaskade und Phosphorylierung der SRC-Kinase an 
Tyrosin 416. 
 
Umgekehrt ging eine Herunterregulierung des IGF-1R durch siRNA in CME-1-Zellen mit 












Abb. 13: Der siRNA-gestützte Knockdown des IGF-1R geht im Westernblot mit einer 
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3.5  SRC ist essentiell für die Vitalität von Synovialsarkomzellen 
Zur initialen Evaluation der Bedeutung der SRC-Kinase für das Wachstum bzw. die Vita-
lität von Zellen synovialer Sarkome wurden Proliferationsuntersuchungen nach siRNA 
gestütztem Knockdown der Kinase durchgeführt. In MTT-Assays zeigte sich eine signifi-
kante Abnahme des Zellwachstums von CME-1- und SYO-1-Zellen unter effizientem 
SRC Knockdown (siehe Abbildung 14). 
  
 
Abb. 14: Effizienter siRNA gestützter Knockdown von SRC, hier im Westernblot (A), 
geht mit einer deutlichen Abnahme der Vitalität von CME-1- und SYO-1-Zellen in MTT-
Proliferationsuntersuchungen einher (B). 
 
Um den Effekt einer Inhibition der Aktivität von SRC durch ein klinisch einsetzbares 
Pharmakon zu evaluieren, wurden die Zelllinien mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Dasati-
nib inkubiert. Dabei zeigte sich eine dosisabhängige Hemmung des Zellwachstums in 
MTT-Proliferationsuntersuchungen (siehe Abbildung 14). Dieser Effekt war bereits bei 
nanomolaren Konzentrationen von Dasatinib ausgeprägt. Mit einer IC50 von 0,008 
SRC 
β-Actin 
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µmol/l Dasatinib erwiesen sich CME-1-Zellen als die empfindlichsten; die IC50-Werte 
von FUJI- und SYO-1-Zellen lagen bei 0,01 µmol/l, respektive 0,013 µmol/l. Mit einer 



















Abb. 15: Dasatinib führt in MTT-Proliferationsassays zu einer Abnahme des Zellwachs-




3.6  Die Hemmung von SRC führt zu einer Deaktivierung nachgeschalteter Signal-
kaskaden 
Unter aufsteigende Dosen von Dasatinib (0; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3 µmol/l) zeigt sich in 
CME-1, FUJI, SYO-1 und 1273/99 in nanomolaren Konzentrationen eine Dephosphory-
lierung von SRC an Tyrosin 416 (siehe Abbildung 16). Parallel hierzu ist die Dephospho-
rylierung von p-(Tyr1131)-IGF-1R, p-(Tyr576/577)-FAK und p-(Ser473)-AKT zu erken-
nen, während eine komplette Dephosphorylierung von p-(Tyr705)-STAT3 nicht zu be-
obachten war. Eine signifikante Abnahme der Phosphorylierung der Kinasen p44/42-
MAPK an Threonin 202 beziehungsweise Tyrosin 204 ließ sich bei Behandlung mit stei-
genden Dosen Dasatinib nicht nachweisen. Allerdings fällt in FUJI- und 1273/99-Zellen 
















































Abb. 16: Westernblot-Analysen der mit aufsteigenden Dosen Dasatinib (0-3 µmol/l) be-
handelten Zelllinien CME-1, FUJI, SYO-1 und 1273/99. 
 
 
3.7  Die Behandlung mit Dasatinib verringert die Proliferationsrate und induziert 
Apoptose in Zellen synovialer Sarkome 
Zur differenzierten Aufschlüsselung der Wachstumseffekte nach Proliferation und 
Apoptose wurden durchflusszytometrische Analysen durchgeführt; die Apoptoserate 
wurde dabei anhand der Signalintensität des Apoptosemarkers cleaved-PARP (Asp214), 
die Proliferationsrate anhand des Signals des Mitosemarkers phospho-(Ser10)-Histon 
H3 bestimmt. In allen Zelllinien kam es unter der Behandlung mit Dasatinib in Konzent-
rationen von 0,1 µmol/l und 0,6 µmol/l zu einer signifikanten dosisabhängigen Reduktion 






















Tab. 2: Durchflusszytometrische Analysen von Zellen synovialer Sarkome nach 48-
stündiger Behandlung mit Dasatinib. Die angegebenen Werte entsprechen Vielfachem 


















Abb. 17: Durchflusszytometrische Analysen von CME-1, SYO-1 und 1273/99 nach Be-
handlung mit 0,6 µmol/l Dasatinib im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. 
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zentration       
(in µmol/l) 





     
CME-1 0,1 0,51 2,86 
 0,6 0,34 7,54 
SYO-1 0,1 0,47 5,2  
 0,6 0,42 6,01 
1273/99 0,1 0,68 2,9  
 0,6 0,61 6,60 
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Die Induktion der Apoptoserate war auch durch mikroskopische Analyse mittels DAPI 
gefärbter Zellkerne nachweisbar. So zeigten sowohl SYO-1- als auch CME-1-Zellen eine 





Abb. 18: Die morphologische Analyse der Apoptoserate in CME-1- und SYO-1-Zellen 
nach Behandlung mit 0,03 µmol/l und 0,3 µmol/l Dasatinib für 48 h zeigt eine signifikante 
dosisabhängige Zunahme des Anteils apoptotischer Zellen. 
 
 
3.8  Die Kombination von Dasatinib und konventionellen Chemotherapeutika zeigt 
additive Effekte in Zellen synovialer Sarkome  
Vor dem Hintergrund, dass im klinischen Alltag der Einsatz einer Monotherapie mit Ty-
rosinkinaseinhibitoren noch begrenzt ist, wurden Versuche zur Kombination von Dasati-
nib mit konventionellen Chemotherapeutika in vitro durchgeführt. Für die Versuche wur-
den die Zelllinien FUJI und 1273/99 verwendet, wobei sich letztere als am wenigsten 
empfindlich für eine Dasatinib Monotherapie erwiesen hatte. Als Kombinationstherapeu-
tika wurden die in der Behandlung kindlicher Sarkome eingesetzten Chemotherapeutika 
Vincristin (VCR), Actinomycin-D (ACT-D) und Doxorubicin/Adriamycin (DOXO) einge-


















































































25-30%igen Reduktion der Zellvitalität führt. Nach Inkubation der Zellen mit den 
Chemotherapeutika in Kombination mit Dasatinib zeigten sich in MTT-Proliferations-







Abb. 19: MTT-Proliferationsuntersuchungen von 1273/99 und FUJI nach Therapie mit 
Vincristin (VCR), Doxorubicin (DOXO) oder Actinomycin-D (ACT-D) alleine und in Kom-
bination mit Dasatinib zeigen additive Effekte der Substanzen in den Kombinationsan-








































































































































































































































3.9  Dasatinib hemmt die Migrations- und die Invasionsfähigkeit von Zellen syno-
vialer Sarkome 
Vor dem Hintergrund der bekannten Funktion von SRC für Prozesse der Zellmotilität 
und in Anbetracht der Tatsache, dass mit Inhibierung der SRC-Kinase eine Abnahme 
der (aktivierenden) Phosphorylierung der FAK-Kinase einherging, wurde die Wirkung 
von Dasatinib auf die Motilität von Synovialsarkomzellen untersucht.  
Eine 48-stündige Behandlung von SYO-1 Zellen mit Dasatinib in einer Konzentration 
von 0,003 µmol/l führte im „scratch-assay“ zu einer deutlichen Verzögerung des Ver-
schlusses des eingebrachten Defektes (siehe Abbildung 20). 
In „TranswellTM“-Migrationsuntersuchungen war unter Inkubation mit Dasatinib eine sig-
nifikante dosisabhängige Abnahme der Migrationsfähigkeit der CME-1- ,1273/99- sowie 
SYO-1-Zellen feststellbar. Gleichfalls zeigten die Zellen im „MatrigelTM Invasion Cham-
ber Assay“ eine dosisabhängige Reduktion ihrer Invasionsfähigkeit unter Dasatinib-




Abb. 20:  Mikroskopische Aufnahmen (20-fache Vergrößerung) der Scratch-Assays an 
den Zeitpunkten 0 h, 24 h und 48 h unter Inkubation von SYO-1 Zellen mit 0,003 µmol/l 
Dasatinib im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle mit deutlich erkennbarer Einschrän-













0 h 24 h 48 h 
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Abb. 21: Boyden-Chamber Migrationsassays von SYO-1-, CME-1- und 1273/99-Zellen. 
Unter Behandlung mit nanomolaren Dosen von Dasatinib zeigt sich eine signifikante, 




Abb. 22: Boyden-Chamber Invasionsuntersuchungen von SYO-1, CME-1 und 1273/99. 
Unter Behandlung mit Dasatinib ist eine signifikante Reduktion der Invasionsfähigkeit 

































































































































3.10  Inhibition der SRC Kinase durch Dasatinib führt in Synovialsarkom-Zellen zu 
einer Verminderung der Aktivität von Rac-1 und einer Zunahme der Aktivität von 
RhoA 
Nach 20-minütiger Behandlung mit Dasatinib zeigen SYO-1 Zellen im Vergleich zur un-
behandelten Kontrolle eine signifikante, gegenläufige Veränderung der Aktivitätslevel 
von RhoA und Rac-1 im Sinne einer Zunahme der RhoA-Aktivität und einer Abnahme 
der Aktivität von Rac-1(siehe Abbildung 23). Auch in CME-1-Zellen ließ sich dieser Ef-
fekt von Dasatinib messen. Allerdings lag die Verminderung des Levels an aktiviertem 





Abb. 23: (A) RhoA- und (B) Rac-1-Aktivitätsmessungen im Photospektrometer. Die Zell-
linien SYO-1 und CME-1 zeigen eine gegenläufige Beeinflussung der Aktivitätslevel von 
RhoA und Rac-1 nach einer 20-minütigen Behandlung mit 0,1 µmol/l Dasatinib. 
 
 
3.11  Unter Dasatinib kommt es zur Abnahme der Wachstumsgeschwindigkeit von 
Tumor-Xenotransplantaten in athymischen Nacktmäusen 
Unter Behandlung mit Dasatinib zeigte sich eine deutliche Abnahme der Wachstumsge-
schwindigkeit der SYO-1-Xenotransplantate in Mäusen im Vergleich zur Kontrollgruppe. 
Am Versuchsendpunkt betrug das durchschnittliche Tumor-Volumen der Be-
handlungsgruppe 542,9 mm3 ± 79,5 mm3 im Vergleich zu 1294,6 mm3 ± 97,5 mm3 in der 
Kontrollgruppe (siehe Abbildung 24). Es ergab sich bis zum Ende der Behandlung kein 










































































































Abb. 24: Tumorvolumina (in mm3) von SYO-1-Xenotransplantaten in Mäusen. Es zeigt 
sich eine deutliche Abnahme der Wachstumsgeschwindigkeit der Tumoren in der mit 
Dasatinib behandelten Gruppe im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. 
 
In immunhistochemischen Analysen zeigte sich erwartungsgemäß eine deutliche Ab-
nahme der Färbeintensität für p-(Tyr416)-SRC in Tumoren nach Behandlung mit Dasati-
nib. Ferner ließ sich immunhistochemisch eine Induktion der cleaved Caspase-3 
(Asp175)-positiven Zellfraktion bei gleichzeitiger Abnahme der für den Mitosemarker p-
(Ser10)-Histon H3 positiven Zellfraktion nachweisen (siehe Abbildung 25). 
 

























Abb. 25: (A) Tumorgewebsproben zeigen in immunhistochemischen Färbungen eine 
Abnahme der Intensität der Färbung für p-(Tyr416)-SRC (Nachweis der Antikörperbin-
dung mit 3,3’-Diaminobenzidin) sowie der Anzahl für p-(Ser10)-Histon H3 gefärbten 
Zellkerne in der Dasatinib-Behandlungsgrupp bei Zunahme der cleaved Caspase-3 
(Asp175)-positiven Zellfraktion (jeweils im Vergleich zur Kontrolle, 20-fache Vergröße-
rung). (B) Graphische Auswertung der Veränderung der Anzahl der für p-(Ser10)-Histon 
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4.  Diskussion 
4.1  Synoviale Sarkome weisen eine hohe Expression von aktiviertem SRC auf  
Die Aktivierung oder Überexpression der SRC-Tyrosinkinase gehört zum molekularbio-
logischen Muster einer ganzen Reihe maligner Tumoren (siehe Kapitel 1.4). In dieser 
Arbeit konnte erstmals schlüssig gezeigt werden, dass Synovialsarkome eine Aktivie-
rung von SRC aufweisen und dass diese funktionell in der pathognomonischen und pa-
thogenetisch essentiellen SS18-SSX-Translokation dieser Tumoren begründet ist.    
 
Da Proteinkinasen eine wichtige Rolle in der Pathobiologie von Neoplasien spielen und 
bislang keine breiten systematische Untersuchungen hinsichtlich ihres Aktivitätsmusters 
in Synovialsarkomen vorlagen, wurde in dieser Arbeit initial ein umfangreiches Scree-
ning des Aktivitätslevels einer größeren Zahl von Proteinkinasen durchgeführt. Dabei 
ergab sich unter den getesteten Proteinkinasen für die an Tyr416 phosphorylierte SRC-
Kinase das kräftigste Signal. Der Befund ließ sich in den Synovialsarkom Zelllinien HS-
SY-II, FUJI, SYO-1, 1273/99 und CME-1 mit einer durchgehend nachweisbaren, jedoch 
unterschiedlich ausgeprägten Phosphorylierung von SRC (Tyr416) nachvollziehen. Da-
bei korrelierte eine kräftige Phosphorylierung von SRC nicht mit einer Überexpression 
von SRC.  
Da es sich bei den getesteten Zellen zwar um Tumorzellen primärer Synovialsarkome 
handelt, diese jedoch in der Zellkultur im Vergleich zum Tumor in situ ein verändertes 
Expressionsmuster aufweisen können, wurden zur Frage der Relevanz unserer Ergeb-
nisse immunhistochemische Untersuchungen an primärem Tumorgewebe durchgeführt. 
Hierbei wies die Mehrzahl der Tumoren eine moderate bis starke Aktivierung (gemessen 
als Phosphorylierung von Tyrosin 416) der SRC-Kinase auf, wohingegen überwiegend 
eine schwache bzw. keine Expression der inaktiven Form von SRC, p-(Tyr527)-SRC 
vorlag. Eine Abhängigkeit des Phosphorylierungsprofils von SRC an Tyrosin 527 durch 
eine Dysregulation von PTP1B bzw. CSK, wie sie für andere Tumoren beschrieben ist, 
ließ sich in Synovialsarkomen immunhistochemisch ausschließen (Bjorge et al., 2000a; 





4.2  Die Aktivierung der SRC-Tyrosinkinase durch SS18-SSX ist IGF-2-vermittelt 
Zur Frage ob und inwiefern die Aktivierung der SRC-Kinase von den für Synovialsar-
kome pathognomonischen SS18-SSX-Translokationen t(X;18) abhängig ist, wurden 
funktionelle Untersuchungen in einem Synovialsarkom-Zellmodell durchgeführt. Da die 
SS18-SSX-Fusionsproteine als Chromatin-assoziierte transkriptionelle Regulatoren  
selbst nicht unmittelbar die Aktivität der SRC-Kinase beeinflussen können, stellte sich im 
Wesentlichen die Frage, über welche Interaktionspartner die Aktivierung der SRC-
Kinase zustande kommen könnte. Ein mechanistischer Zusammenhang zwischen der 
Expression der Fusionsproteine und der Aktivierung der IGF-1R-Signalkaskade ist in der 
Literatur beschrieben (Sun et al., 2006; Törnkvist et al., 2008). Die SRC-Kinase nimmt in 
diversen Signalwegen, u.a. in der Übermittlung von Signalen des IGF-1R, eine zentrale 
Rolle ein, so dass hierüber die Aktivierung vermittelt sein könnte. Ein analoger Mecha-
nismus der SRC-Aktivierung ist im Kaposi-Sarkom bekannt, wo die virusinduzierte 
Überexpression des „Vascular endothelial growth factor“-Rezeptors (VEGFR) und die 
gesteigerte Aktivität nachgeschalteter Signalkaskaden für die Aktivierung von SRC ver-
antwortlich sind (Munshi et al., 2000).  
 
In der vorliegenden Arbeit konnte für Synovialsarkome gezeigt werden, dass eine auto-
krine IGF-2-Stimulationschleife an der Aktivierung von SRC in synovialen Sarkomen 
maßgeblich beteiligt ist. Unter Verwendung eines TREx-293-basierten Synovialsarkom-
Tumormodells, welches die Analyse der Auswirkung der Fusionsproteine unabhängig 
von der weiteren Zellbiologie synovialer Sarkome erlaubt, ließ sich nachweisen, dass die 
Expression der beiden häufigsten SS18-SSX-Fusionsproteine zu einer Zunahme der Ex-
pression von Promoter P2- und P4-abhängigen IGF-2-Transkripten führt. Die basale 
Promoter P1- und Promoter P3-abhängige Expression von IGF-2 blieb unter Einfluss der 
Fusionsproteine hingegen unverändert. Unsere Ergebisse zur Regulation von IGF-2 sind 
im Einklang mit publizierten Daten von De Bruijn und Kollegen, die zeigen konnten, dass 
die Expression der Fusionsproteine mit einer Veränderung der CpG-Methylierung in die 
IGF-2-Expression regulierenden DNA-Abschnitten einhergeht (De Bruijn et al., 2006). 
Gleichzeitig konnte belegt werden, dass unter Expression der Fusionsproteine die 
Phosphorylierung der SRC-Kinase an Tyrosin 416 zunimmt, sodass von einer funktio-
nellen Aktivierung von SRC auszugehen ist. Als Hinweis auf einen kausalen Zusammen-
85 
hang zwischen einer autokrinen Stimulation des IGF-1R durch IGF-2 und der Akti-
vierung von SRC konnte in primären Synovialsarkomzellen eine Zunahme der aktivie-
renden Phosphorylierungen des IGF-1R, von SRC sowie der Kinase AKT nach Stimula-
tion durch rekombinantes IGF-2 belegt werden (siehe Abbildung 12). Invers ließ sich 
mittels siRNA gegen den IGF-1R eine Inaktivierung von SRC nachweisen. Interes-
santerweise war auch die Expression von SS18 im T-REx-Zellmodell alleine in der Lage, 
die Aktivierung von SRC zu vermitteln. Da die Expression von IGF-2 durch SS18 alleine 
allerdings unbeeinflusst blieb, muss die Aktivierung von SRC durch SS18 von der Induk-
tion der IGF-2-Expression unabhängig sein. 
 
Die Aktivierung von SRC in synovialen Sarkomen ist somit, zumindest in Teilen, abhän-
gig von einer funktionierenden IGF-2/IGF-1R-Signalkaskade. Die SS18-SSX-
Fusionsproteine aktivieren damit die SRC-Kinase durch die Überexpression von IGF-2 
und die autokrine Stimulation des Rezeptors. Da neben dem IGF-1-Rezeptor auch an-
dere Tyrosinkinaserezeptoren wie PDGFR und EGFR in der Biologie synovialer Sar-
kome eine Rolle spielen und da auch diese Rezeptoren in Interaktion mit SRC stehen, 
ist es nicht unwahrscheinlich, dass auch diese einen Beitrag zur Aktivierung von SRC 
leisten (Ho et al., 2012). 
 
 
4.3  Die Blockade von SRC führt zur Inhibition onkogener Eigenschaften  
Konsekutiv stellte sich die Frage nach der Bedeutung der SRC-Kinase in der Tumorbio-
logie synovialer Sarkome. Eine wichtige Rolle hinsichtlich Zellproliferation, Zellüberleben, 
Migration und Invasion ist in anderen mesenchymalen Tumoren wie  Osteosarkomen, 
Ewing-Sarkomen, Leiomyosarkomen, Rhabdomyosarkomen, Chondrosarkomen sowie 
dem Kaposi-Sarkom beschrieben (Munshi et al., 2000; Schrage et al., 2009; Shor et al., 
2007).  
Nach Ausschaltung der SRC-Kinase durch siRNA in SYO-1 und CME-1 Zellen kam es 
zu einer signifikanten Reduktion der Zellvitalität (siehe Abbildung 14). Die Ausschaltung 
der Kinase mittels siRNA ermöglicht dabei die Analyse ihrer spezifischen Funktionen 
unabhängig von off-target Effekten, wie sie für Tyrosinkinaseinhibitoren trotz aller 
Optimierung der Substanzspezifität zu erwarten sind. Hingegen ermöglicht die 
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Verwendung von Tyrosinkinaseinhibitoren neben der Betrachtung der Funktionen von 
Kinasen in Tumorzellen, auch die konkrete präklinische Überprüfung der Wirksamkeit in 
der Therapie der Tumorerkrankung. Mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Dasatinib steht ein 
solches Agens zur Inhibition der SRC Kinase zur Verfügung. Enzymatische 
Aktivitätsanalysen zeigten, dass Dasatinib mit einer um sechs Zehnerpotenzen höheren 
Affinität die SRC-Tyrosinkinase inhibiert als beispielsweise die Kinasen AKT oder FAK 
(Lombardo et al., 2004). Da neben der SRC-Kinase insbesondere die Fusionskinase 
BCR-ABL durch Dasatinib mit hoher Affinität gehemmt wird, spricht man in Literatur und 
Klinik deshalb von einem SRC-/BCR-ABL-spezifischen Inhibitor.  
 
Wie nach siRNA-Inkubation kam es auch unter Dasatinib-Behandlung zu einer dosisab-
hängigen Hemmung der Vitalität aller untersuchten Zelllinien (siehe Abbildung 15). 
Durchflusszytometrische Analysen zeigten, dass die Hemmung der Zellvitalität auf eine 
Reduktion der Mitoseaktivität, sowie in deutlicherem Maße auch auf eine Steigerung der 
Apoptoserate bis auf das 7,5-fache der Ausgangswerte zurückzuführen war (siehe Ab-
bildung 17 und Tabelle 2). Als weiterer Hinweis auf die Spezifität der beobachteten 
Wachstums-assoziierten Effekte ging die SRC-Inhibition mit Veränderungen der Phos-
phorylierung von Effektoren vor- und nachgeschalteter Signalkaskaden einher (siehe 
Abbildung 16). Neben der Dasatinib-spezifischen Dephosphorylierung von SRC zeigte 
sich eine Dephosphorylierung der anti-apoptotischen Effektoren IGF-1R und AKT sowie 
des proliferationsfördernden Transkriptionsfaktors STAT3, sodass auf Proteinebene 
SRC-assoziierte Korrelate für die beobachteten biologischen Effekte gegeben sind.  
Während man in CME-1 eine, wenn auch geringfügige, Deaktivierung der SRC nachge-
schalteten, mitogenen MAP-Kinasen-Kaskade erkennen konnte, zeigte sich bei 1273/99 
und FUJI nach Dephosphorylierung bei geringen Dosen eine Reaktivierung dieses Sig-
nalwegs. Vergleicht man die Sensitivität der Zellreihen gegenüber Dasatinib mit dem 
Aktivitätslevel der MAP-Kinasen, so zeigen die Linien mit zunehmender Aktivität der 
MAP-Kinasen unter Dasatinib, FUJI und 1273/99, die geringste Sensitivität gegenüber 
der Tyrosinkinaseinhibitor-Behandlung. Dies zeigt, dass die MAP-Kinasen in Folge der 
Inhibierung der SRC-Signalkaskade in Synovialsarkomen gegenregulatorisch aktiviert 
werden können. Eine solche gegenregulatorische MAPK-Aktivierung bei Inhibition von 
SRC mit Dasatinib wurde bereits für Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region so-
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wie der Lunge beschrieben (Johnson et al., 2005). Zumindest in diesen Tumoren ist die-
ser Effekt auf eine Reaktivierung der mitogenen Kaskade durch eine STAT3/JAK-Inter-
aktion zurückzuführen. Da in unseren Experimenten jedoch unter Dasatinib durchweg 
eine partielle Deaktivierung von STAT3 zu beobachten war, muss hierfür in Synovialsar-
komzellen ein anderer Mechanismus verantwortlich sein.  
 
Wie in den in vitro Analysen, zeigte Dasatinib in Nacktmäusen einen antineoplastischen 
Effekt auf xenotransplantierte Synovialsarkomzellen im Sinne einer Abnahme der 
Wachstumsgeschwindigkeit der Tumoren im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgrup-
pe. Dass es in diesem experimentellen Kontext unter Therapie mit Dasatinib zu keiner 
kompletten Tumorregression kam, ist nicht ungewöhnlich, zumal die Behandlung erst 
nach Erreichen eines signifikanten Tumorvolumens begonnen wurde - ganz in Analogie 
zu anderen Studien mit technisch vergleichbaren Ansätzen (Lin et al., 2012). Mögliche 
Erklärungen hierfür könnten in der im Vergleich zu humanen Tumoren geringer aus-
geprägten Vaskularisierung der „unorganisierter“ wachsenden Xenotransplantate und 
damit einer geringeren Wirkstoffkonzentration im Tumorgewebe liegen. Eine andere Er-
klärung könnte in der zur Abschätzung des Nebenwirkungsprofils initial niedrigen Dasa-
tinib-Dosis von 10 mg/kg Körpergewicht in den ersten 7 Tagen des Behandlungsregimes 
zu finden sein. 
 
In den durchgeführten Untersuchungen lag keine Korrelation zwischen der Menge akti-
vierten SRC-Proteins und der Empfindlichkeit der Zellen gegenüber einer SRC-Inhibie-
rung vor, wie sich insbesondere bei Betrachtung der Zelllinien CME-1 und SYO-1 dar-
stellt. Beide Zelllinien sind mit einem IC50-Wert von 0,008 µmol/l beziehungsweise 0,01 
µmol/l ähnlich sensibel gegenüber einer Behandlung mit Dasatinib. In der Stärke des 
Signals für p-(Tyr416)-SRC im Westernblot unterscheiden sich beide Zellreihen jedoch 
deutlich mit sehr niedrigem p-(Tyr416)-SRC-Signal in CME-1 und kräftiger Phosphorylie-
rung in SYO-1 (siehe Abbildung 16). Analoge Befunde wurden auch in Zelllinien aus  
Osteosarkomen berichtet (Shor et al., 2007). 
 
Die Inhibition von SRC führte in allen Zelllinien zu einer Dephosphorylierung der Kinase 
FAK an Tyrosin 576/577 und konsekutiver Deaktivierung (siehe Abbildung 16). FAK 
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vermittelt pro-motile Signale von Integrinen über SRC an Effektorproteine der Zytoske-
lettregulation, sodass eine Deaktivierung der Kinasefunktion mit einer Abnahme der Mo-
tilität maligner Zellen einhergeht (Chatzizacharias et al., 2008). Ganz im Einklang hiermit 
zeigten sich im „wound scratch assay“ wie auch in Boyden-Chamber- und Invasions-
Chamber-Assays Synovialsarkomzellen unter Behandlung mit nanomolaren Konzentra-
tionen von Dasatinib in ihrer Motilität deutlich eingeschränkt (siehe Abbildungen 20, 21 
und 22). Die nachweisbare Deaktivierung der Kinase FAK durch SRC-Inhibierung kann 
als molekulares Korrelat für die Abnahme der Zellmotilität angesehen werden, wobei die 
FAK-SRC-Interaktion am „oberen Ende“ der Motilitätskaskade zu finden ist. Tatsächliche 
Effektoren auf Zytoskelett-Ebene sind hingegen die GTPasen Rac-1 und RhoA, welche 
als Gegenspieler in der Regulation der Zellmotilität fungieren (siehe Abbildung 23). 
Während die Aktivierung von RhoA zur Ausbildung von fokalen Adhäsionen und zu ei-
ner Versteifung des Zytoskeletts führt, bewirkt die Aktivierung von Rac-1 die Ausbildung 
von Membranprotrusionen und die Zunahme der Zellmotilität (Nobes und Hall, 1999). 
Allerdings ist das Zusammenspiel der beiden Faktoren für zielgerichtete Bewegungen 
einer Zelle unerlässlich: so steigt das Level an aktivem Rac-1 an dem die Bewegung 
anführenden Ende der Zelle, während aktives RhoA das nachziehende Ende kontrahiert 
(Huveneers und Danen, 2009). Die Unterbrechung pro-motiler Signalkaskaden in der 
frühen Phase bewirkt die Zunahme des Levels an inaktiviertem Rac-1 und aktivierten 
RhoA (Arthur et al., 2000; Nobes und Hall, 1999).  
Die in unseren Untersuchungen nachweisbare Abnahme des Levels an aktiviertem Rac-
1 sowie die gegenläufige Zunahme des Levels an aktiviertem RhoA unter Dasatinib be-
legen die Abhängigkeit der GTPasen-gesteuerten Zellmotilität von der Aktivität der SRC-
Tyrosinkinase in Zellen synovialer Sarkome. Arthur und Kollegen berichteten analoge 
Befunde in Medulloblastom-Zellen (Arthur et al., 2000).  
 
 
4.4  Die Abhängigkeit synovialer Sarkome vom IGF-1R/SRC-Signalweg - Translati-
onaler Bezug zur Klinik und therapeutische Möglichkeiten 
Ein Vergleich der Ergebnisse unserer Untersuchungen mit den Ergebnissen der Testun-
gen von Dasatinib in anderen Malignomen unterstreicht die spezifische Wirkung des 
Inhibitors auf Zellen synovialer Sarkome. 
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In umfangreichen in vitro Testungen an Osteosarkomen, Ewing-Sarkomen, Rhabdomy-
osarkomen und Leiomyosarkomen zeigte Dasatinib nur in Zellen der ossären Sarkome 
eine zytotoxische Wirkung (Shor et al., 2007). Hier fanden Shor und Kollegen enzyma-
tisch IC50-Werte für die Inhibition von SRC von 30 nmol/l bis 100 nmol/l. Die in dieser 
Arbeit nachgewiesenen IC50-Konzentrationen für Dasatinib in Zellen Synovialer Sarko-
me (IC50: CME-1: 8 nmol/l; SYO-1: 10 nmol/l; FUJI: 13 nmol/l; 1273/99: 77 nmol/l) be-
legen im Gegensatz dazu die hohe Spezifizität der Wirkung der Substanz auf das 
Wachstum von Synovialsarkomzellen. 
 
Auch in Karzinomen, in denen zum Teil eine Aktivierung der SRC Kinase beschrieben 
wurde, sind die Daten zur Wirksamkeit von Dasatinib in präklinischen Studien uneinheit-
lich. So waren in umfangreichen Studien mit Dasatinib in Zelllinien von Kolonkarzinomen, 
oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen, Mamma- sowie Ovarialkarzinomen IC50-
Werte im Bereich zwischen 90 mmol/l und 1600 mmol/l nachweisbar (Finn et al., 2007; 
Johnson et al., 2005; Konecny et al., 2009, Serrels et al., 2006). Prostatakarzinomzellen 
und Zelllinien aus duktalen Pankreaskarzinomen zeigten keine Reduktion der Zellvitalität 
von mehr als 50 % im Vergeich zum Ausgangswert (Morton et al., 2010; Nam et al., 
2005). In weiteren präklinischen Untersuchungen zeigte wiederum die Inhibition der Mig-
rations- sowie Invasionsfähigkeit unter Behandlung mit Dasatinib, unabhängig von der 
Wirkung auf die Vitalität (Morton et al., 2010; Nam et al., 2005; Serrels et al., 2006). So 
zeigten Testungen in transgenen Pankreas-, Prostata- und Kolonkarzinom-
Mausmodellen eine signifikante Reduktion der Metastasierungsfrequenz und Meta-
stasengröße (Kopetz et al., 2009; Morton et al., 2010; Park et al., 2008). Analoge Effekte 
von Dasatinib konnten in klinischen Studien jedoch nur am metastasierten, kastrations-
resistenten Prostatakarzinom nachgewiesen werden (Chee et al., 2013; Yu et al., 2009).  
 
Trotz der teilweise erheblichen IC50-Werte und der vollständigen Unempfindlichkeit ei-
niger Zelllinien wurden klinische Erprobungsstudien an Patienten mit diesen Tumoren 
durchgeführt. Jedoch zeigte Dasatinib als Monotherapeutikum in allen Phase-2-Studien 
bei Patienten im fortgeschrittenen Stadium kein messbares Therapieansprechen 
(Brooks et al., 2011; Finn et al., ,2011; Mayer et al., 2011; Schilder et al., 2012). 
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Diese Ergebnisse zeigen eindrücklich, dass sich mit dem ungezielten Einsatz von Tyro-
sinkinaseinhibitoren die gewünschten Behandlungsziele nicht realisieren lassen. Die 
Selektion von Patienten mittels Mutationsanalysen bzw. dem Nachweis eines pathologi-
schen Aktivierungsmusters stellt heute den Goldstandard zur Etablierung einer individu-
alisierten Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren dar (Büttner et al., 2013; Heukamp et al., 
2011).  
 
Auschlaggebend für das Aktivierungsmuster von SRC in synovialen Sarkomen ist die 
pathognomonische Expression der SS18-SSX-Fusionsproteine. Zumindest für die mit 
mehr als 95 % am häufigsten nachweisbaren Translokationsprodukte SS18-SSX1 und 
SS18-SSX2 konnten wir die Aktivierung der IGF-1R/SRC-Signalkaskade in allen unter-
suchten Zelllinien wie auch in der Mehrzahl der untersuchten primärem Tumorgewebe 
belegen, was die Rationale für die zielgerichtet Therapie von Dasatinib in dieser Tumo-
rentität bildet. Es besteht vor dem Hintergrund der dargestellten Daten Anlass zur An-
nahme, dass Dasatinib auch im Menschen zur Therapie des Synovialsarkoms einge-
setzt werden könnte. Klinische Erprobungsstudien sind deshalb unerlässlich. 
 
Nach wie vor stellen jedoch Chemotherapeutika das Grundgerüst zur Behandlung fort-
geschrittener Synovialsarkome dar. Daher evaluierten wir den Effekt einer kombinierten 
Behandlung von Dasatinib und den zur Therapie von Sarkomen eingesetzten 
Chemotherapeutika Doxorubicin/Adriamycin, Actinomycin-D und Vincristin. In den Zellli-
nien FUJI und 1273/99 konnten wir additive, jedoch keine synergistischen Effekte der 
Kombinationsbehandlung beobachten (siehe Abbildung 19).  
 
Eine grundsätzlich denkbare Möglichkeit einer Kombinationstherapie mit Dasatinib ist 
die Applikation zusammen mit einem MAPK-Inhibitor. Durch Hemmung der gegenregu-
latorischen Aktivierung der MAP-Kinasen p44/42, wie wir sie in den Zellreihen FUJI und 
1273/99 beobachten konnten, lässt sich möglicherweise ebenfalls die Wirkung von 
Dasatinib verstärken. Trametinib ist ein potenter MEK-Inhibitor, dessen therapeutische 
Wirkung in BRAF p.V600E-mutierten Melanomen belegt werden konnte und dessen 
Anwendung sicher ist (Kim et al., 2013).  
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Die Abhängigkeit synovialer Sarkome von der IGF-1R/SRC-Signalkaskade macht auch 
den IGF-1R zu einer Zielstruktur der molekularen Tumortherapie. So führt die Inhibition 
des IGF-1R in Zellen synovialer Sarkome durch den niedermolekularen Antagonisten 
NVP-AEW541 zu einer deutlichen Abnahme der Zellvitalität und Motilität (Friedrichs et 
al., 2008). Im Vergleich zu einer Inhibition des IGF-1R am „oberen“ Ende der Signal-
kaskade, bringt eine Inhibition von SRC an der Schnittstelle mehrerer Signalkaskaden 
allerdings den zusätzlichen Vorteil der Hemmung weiterer SRC-abhängiger Prozesse 
mit sich.  
 
Als einer der wenigen in Synovialsarkomen getesteten Tyrosinkinaseinhibitoren konnte 
der Einsatz des VEGF-/PDGF-Rezeptor-Inhibitor Pazopanib eine signifikante Verlänge-
rung des progressionsfreien Überlebens zeigen (PALETTE, Phase-III) (Van der Graaf et 
al., 2012). Da Pazopanib mit den Rezeptoren für PDGF und VEGF, parallel zur IGF-
1R/SRC-Achse aktivierte Signalwege in Synovialsarkomen hemmt, wäre auch eine sy-
nergistische Kombinationsbehandlung aus Dasatinib und Pazopanib denkbar (Tamborini 
et al., 2004).  
 
Die Ergebnisse der Therapie von Synovialsarkomen nach den aktuellen Standards zei-
gen die Notwendigkeit innovative, zielgerichtete Therapien in dieser Patientenpopulation 
zu etablieren. Da die Hemmung der onkogenen Translokation im Synovialsarkom tech-
nisch nicht möglich ist, zielt unser Ansatz auf die Hemmung der nachgeschalteten, epi-
genetisch aktivierten Signalkaskaden ab. SRC ist, wie unsere Ergebnisse zeigen ein 
guter Angriffspunkt für eine zielgerichtete Therapie in Zellen Synovialer Sarkome.  Auf-
grund der Komplexität der epigenetischen Regulation der SS18-SSX-Translokationen, 




5.  Zusammenfassung 
Synoviale Sarkome sind hochmaligne Weichgewebstumoren, welche sich molekularge-
netisch durch eine reziproke Translokation t(X;18) auszeichnen. Diese führt zur Expres-
sion der transkriptionsmodulierenden chimären Proteine Synovial sarcoma translocation 
chromosome 18-Synovial sarcoma X (SS18-SSX).  
In Phospho-Kinase-Screening Arrays identifizierten wir unter 46 Kinasen die Sarcoma-
Tyrosinkinase (SRC) als die am stärksten phosphorylierte Tyrosinkinase in Zelllinien 
Synovialer Sarkome. Immunhistochemische Untersuchungen auf die Expression von 
phosphoryliertem SRC an Biopsaten Synovialer Sarkome zeigten eine hohe Expression 
von aktiviertem SRC, wobei eine Deregulation der C-terminal SRC-Kinase (CSK) und 
der Phosphotyrosin-Phosphatase 1B (PTP1B) als Ursache hierfür ausgeschlossen wer-
den konnte. Ziel dieser Arbeit war es deshalb den Mechanismus der Aktivierung von 
SRC zu untersuchen sowie zu testen ob die Inhibition von SRC in Synovialen Sarkomen 
therapeutisch genutzt werden kann.  
In einem in vitro-Modellsystem konnten wir mittels stabiler Expression von SS18-SSX1 
und SS18-SSX2 zeigen, dass die Expression der Fusionsproteine zu einer aktivierenden 
Phosphorylierung von SRC führt. Diese ist zumindest in Teilen über eine transkriptionel-
le Induktion des Wachstumsfaktorgens Insulin-like growth factor 2 (IGF-2) und die Akti-
vierung der nachfolgenden IGF-1-Rezeptor-Kaskade vermittelt.  
Die Antagonisierung von SRC in Zellen Synovialer Sarkome durch den SRC-Inhibitor 
Dasatinib führte zu einer dosisabhängig verminderten Proliferation, Motilität und Invasivi-
tät sowie einer Induktion der Apoptose. Damit korreliert die Hemmung SRC-abhängiger 
zellulärer Signalkaskaden sowie Veränderungen in der Aktivität von Guanosintriphos-
phat-Hydrolasen (GTPasen) der Ras homolog gene (Rho)-Familie mit der zytotoxischen 
Wirkung der SRC-Inhibition. Analog führte die Behandlung von Xenotransplantaten Sy-
novialer Sarkome in vivo zu einem deutlich verminderten Tumorwachstum. 
Unsere präklinischen Daten belegen die zentrale Rolle der SRC-Kinase in Synovialen 
Sarkomen, welche diese zu einem vielversprechenden und in der Tumorbiologie spezi-
fisch fundierten therapeutischen Target macht.  Die klinische Evaluation der Wirksamkeit 
von Dasatinib in Patienten mit Synovialsarkomen ist deshalb sinnvoll.   
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